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L’une des toxines bactériennes qui se préte le mieux & 
Pétude des phénoménes de neutralisation est la toxine tétani- 
que, tant a cause des réactions caractéristiques qu’elle provo- 
que chez les mammiféres qu’en raison de laffinité lective 
qu elle manifeste 7n vitro pour la substance nerveuse de ces 
animaux. A coté de ce mode de neutralisation, propre & la 
toxine du tétanos et a celle du botulisme, il en est d’autres d’un 
caractére plus général, qui ont été également lobjet de nos 
recherches et feront objet dun autre mémoire. 

NEUTRALISATION PAR LA SUBSTANCE CEREBRALE 


On sait que la substance cérébrale posséde vis-a-vis de la 
tétanotoxine une action a la fois neutralisante et fixatrice *. 
Emulsionnée dans un liquide renfermant une quantité conve- 
nable de toxine, la matitre cérébrale du cobaye peut, en vertu 
dune adsorption particuliére, dépouiller la solution de la tota- 
lité de son poison : une partie aura été neutralisée & la fagon des 
combinaisons chimiques, stables, l’autre se sera firée a la 
maniére des teintures sur les textiles. Physiologiquement, cette 
double action est ainsi caractérisée : par son pouvoir neutrali- 
sant, le cerveau rend la toxine tétanique inoffensive pour lor- 
ganisme qui a recu l’émulsion, tandis que ce dernier réagit 
spécifiquement en présence d’une substance ayant seulement 
fivé te poison. 

4. Ces deux qualificatifs sont employéx souvent l'un pourlautre; nous les con- 


serverons, faute de termes plus suggestifs, mais en attribuant 4 chacun d’eux 
un sens spécial. 
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L’étude du phénoméne de neutralisation, le seul qui nous 
intéresse ici, comporte au moins deux puints : la toxine tétanique 
est-elle détruite ou combinée, autrement dit, est-il possible de 
libérer le poison dans un mélange neutre cerveau-toxine? Cette 
question une fois résolue, nous aurons & donner une inter- 
prétation de la nature de cette neutralisation de la tétanotoxine 
par la substance cérébrale. 

1. Mise en liberté de lu toxine tétanique apres sa neutralisation. 
L’action neutralisante a pour caractére essentiel de dépendre, 
en majeure partie, de la teneur en eau de constitution de la 
matiére cérébrale. L’un de nous ' a montré quaprés dessicca- 
tion dans le vide, cette substance a perdu les 97 p. 0/0 de son 
pouvoir neutralisant, ce qui en reste ne paraissant pas nota- 
blement influencé par la chaleur séche de 60, 100 et 126°. 

Comme conséquence de ce phénoméne, nous nous sommes 
demandé si la privation d’eau dans un mélange neutre cerveau- 
toxine ne suffirait pas pour libérer le poison, au moins par- 
tiellement. 

Expiirience 1. — Un encéphale de cobaye, du poids de 38',40, 
est broyé et émulsionné dans 60 doses mortelles pour la 
souris de toxine tétanique (0,03 c. c.), diluées dans 10 c. ¢. 
d'eau. physiologique. Aprés 15 heures a la glaciére, on centri- 
fuge et on desséche a la machine pneumatique 1/4 du dépét que 
Yon fait macérer 5 heures dans 3 ¢. c. d’eau distillée. 


ACTION DE LA DESSICCATION i” vitro 


12 février. 


Souris 1. Liquide centrifugé, 1 ¢. ¢ 


Souris 2. Depot centrifugé, 0,25 c. ¢ 


Souris 8. Liquide de macération de 4/4 du 
dépot desséché, 1,50 c. ¢ 


Ainsi, tandis que dans le mélange neutre cerveau-toxine, 
Vinjection du dépot ou du liquide a provoqué seulement une 
légére roideur de la patte, inoculation du liquide de macéra- 


4. Morax et Manre, Note sur les propriétés fixatrices de la substance cérébrale 
desséchée, C. R. Soc. Biol., 27 décembre 1902, 
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tion de 1/4 du méme dépét desséché a donné a la souris un 
tétanos mortel en 4 jours. La privation d’eau a suffi pour 
libérer dans ce mélange 8 doses mortelles de toxine tétanique, 
ce qui nous montre dés maintenant limportance du role de 
eau dans la constitution de la substance combinée au poison. 

En se reportant aux propriétés générales des albuminoides 
qui, sous l’influence de la dessiccation, se coagulent et perdent 
leurs principaux caractéres chimiques, on est conduit naturel- 
lement & se demander si, dans le cerveau des mammiferes, la 
substance neutralisante ne serait pas elle-méme de nature albu- 
minoide, et, dans ce cas, si l’addition d’une diastase protéo- 
lytique & un mélange neutre cerveau-toxine ne suffirait pas 
pour libérer la tétanotoxine. 

Aprés avoir essayé, sans résultat satisfaisant, divers fer- 
ments tels que la trypsine, nous avons employé, dans les expé- 
riences qui suivent, la papaine (Merck."). 

Experience IT. — On broye et émulsionne 2 grammes de cer- 
veau de cobaye avec 5 doses mortelles de toxine tétanique, 
soit 0,0025 c. c. dans q. s. d’eau physiologique pour faire 
6 c.c.; exposition a la température de la chambre pendant 
24 heures, aprés quoi le mélange est centrifugé, et 1/3 du dépot 
traité par 0,07 grammes de papaine. 


ACTION DE LA PAPAINE 172 vUtTO 


6 mars. vi 8 9 10 | 44 42 13 


Souris 4. Liquide centrifuge, 2c. c.... 2... .. OF 202 SOs OR ROR ZO 
Souris 2. Dépot sans papaine, 1/3............ OF120) | 203704) OF e-- 

salts 

‘es. 
Souris 3- Dépdt traité par la papaine, 1/3..:..{ O | O | = =| SN 


Cette expérience, choisie parmi beaucoup d’autres analogues, 
a été répétée avec quelques modifications. Nous avons reconnu 
Vinutilité de faire agir la papaine & 38° avant linoculation : 
on risque alors de détruire une partie du poison au fur et a 


4. Dans nos premiers essais, nous avions ulilisé un produit ancien qui avait 
perdu une partie de son activité. La papaine, que la maison Merck nous a obli- 
geamment envoyée, doit étre employée apres filtration, afin d’éviter les accidents 
sphacéliques, dus en partie a des principes non solubles. 
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mesure de sa libération, car la papaine exerce sur la tétano- 
toxine une action destructive dont voici un exemple. 

Expkrience III. — On met a 38° le mélange : 

Eau distillée 15 ¢, ¢. 
Toxine tétanique 0,01 c. c. (20 doses mortelles). 
Papaine 0,30 grammes. 

Aprés 30 minutes d’exposition & I’étuve, on filtre sur bougie, 
et on laisse séjourner 24 heures & la chambre, aprés quoi le 
mélange est inoculé, & la dose de 3c. c. représentant plus de 
4 doses mortelles, & une souris qui n’a offert par la suite aucun 
symptome tétanique. 

Cette expérience nous explique pourquoi nous n’avons 
jamais observé le passage de la toxine dans le liquidé centri- 
fugé des mélanges papainés. 

Dans certains essais, Vinjection de ce liquide a provoqué 
la mort plus ou moins rapide des animaux, sans tétanos : on 
peut supposer que dans ce cas des produits toxiques s étaient 
formés soit par autolyse des cellules nerveuses, soit par action 
de la papaine sur elles. 

Quoi qu'il en soit, il ressort de nos expériences que la 
papaine peut libérer a peu prés la moitié de la toxine tétanique 
adsorbée par la substance nerveuse. 

Ainsi, deux procédés trés différents, la dessiccation et action 
d’une diastase, concordent tous les deux pour mentrer que dans les 
mélanges neutres cerveau-toxine, celle-ci n’est pas détruite, mais 
est entrée dans une combinaison dont nous étudierons la nature. 

Il était & penser que, chez les animaux tétanisés, le poison 
nest pas détruit enti¢rement, mais se combine en partie dans 
Yintimité du tissu nerveux’. Dans cette hypothése, l'un des 
deux procédés que nous venons d’indiquer serait-il applicable 
ala recherche de la tétanotoxine dans les centres nerveux des 
animaux morts du tétanos? Il faut se rappeler toutefois qu’il 
n'y a pas analogie complete entre l’adsorption du poison téta- 
nigéne par la cellule vivante et la neutralisation de celui-ci in 
vitro; que d’autre part, la quantité de toxine fixée pendant la 
maladie doit étre tout 4 fait minime. 


1. Nous rappellerons qu’aprés la mort, on peut extraire la toxine tétanique 
des troncs nerveux, mais non des substances médullaire et cérébrale. Cf. Anne 
Inst. Pasteur, t. XI et XVI. 
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Expsrience 1V. — On inocule, dans les muscles d’une patte 
dun cobaye de 595 grammes, environ 100 doses mortelles, 
soit 1 c. c. de toxine tétanique, & la suite de quoi l’animal 
succombe dans la nuit. Le bulbe est broyé et desséché dans le 
vide; la poudre est délayée dans 2 c. c. d’eau distillée et 
P’émulsion inoculée & une souris. 


ACTION DE LA DESSICCATION SUR LE BULBE DUN ANIMAL TETANISE 


16 février. £7/418/19/20/21122/23)24/25/26)/27 


Souris 1. Emulsion du bulbe non  dessé- 
ché, 0550 -¢. ¢ 


Souris 2. Liquide de macération du bulbe 
desséché, 2c. ¢ 


Mais si, au lieu d’injecter la toxine dans les muscles d’un 
animal aussi sensible que le cobaye, on l’inocule dans le sang 
du lapin, trés peu sensible a la tétanotoxine, le poison fixé ne 
peut étre mis en évidence au moyen de la dessiccation, parce 
que l’injection intraveineuse a eu pour résultat de répartir sur 
toute la surface de l’axe cérébro-spinal la faible portion de 
toxine qui avait échappé aux effets de limmunité naturelle du 
lapin; car on sait que l’inoculation intraveineuse provoque un 
tétanos général d’emblée. 

Expérience V. — Un lapin de 2,920 grammes succombe au 
télanos généralisé, 36 heures environ aprés une injection de 
20 c. c. de toxine tétanique dans la veine auriculaire : le bulbe 


est desséché dans le vide. 


ACTION DE LA DESSICCATION SUR LE BULBE D UN ANIMAL TETANISE 


416 février. 


Souris 1. Bulbe non desséché, 0,50 gr 


Souris 2. Sérum sanguin, 0,50 c. ¢ 


Souris 3. Eau de macération du bulbe desseché, 3 ¢. ¢. 


Le procédé de la dessiccation a donc réussi seulement dans le 
cas d’inoculation intramusculaire et chez le cobaye ; quant a l’em- 
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ploi de la papaine, il ne nous a pas permis d’extraire la toxine 
tétanique du cerveau des animaux inoculés dans le sang ou:sous 
la peau avec des doses méme plus fortes que dans les expe- 
riences précédentes. Ainsi, traité par la papaine, le bulbe dun 
cobaye, injecté avec 300 doses mortelles dans les muscles, a 
déterminé chez la souris seulement un tres léger tétanos local. 

Pour parvenir a isoler, & V’aide de la dessiccation ou de la 
papaine, le poison dans les centres nerveux, il faut Py intro- 
duire directement. 

Experience VI. — Deux cobayes, aprés avoir regu 0); ODsearce 
de toxine dans le cerveau, succombent au tétanos cérébral en 
lV’espace de 12 heures environ. L’encéphale du premier est broyé 
et mis sous le vide pneumatique. Une moitié du cerveau du 
second est broyée et additionnée de 0,02 grammes de papaine, 


Vautre moitié de 0,20 grammes. Ktuve pendant 30 minutes. 


ACTION DE LA DESSICCATION ET DE LA PAPAINE APRES TETANOS CEREBRAL 


20 février: 


Souris 1. Cerveau non desséché, 0,50 er. 


Souris 2. Liquide de macération du cer- 
veau desséché, 4 ce. ¢ 


27 février. 


Souris 3. Cerveau non papainé 


Souris 4. Cerveau + 0,02 gr. papaine.. 


Souris 5. Cerveau + 0,20 gr. papaine (a). 


Si, apres Vintroduction de la toxine au sein des cellules 
nerveuses, on peut l’y retrouver facilement, la raison en est 
que le poison, grace 4 son affinité pour la substance cérébrale, 
s’y est localisé, échappant ainsi & la destruction de nature com- 
plexe qui suit tout autre mode d’inoculation. 

Ces expériences in vivo concordent dans une certaine mesure 


(a) L’absence de tout signe télanique chez cette souris est due a Vexces de 
papaine, quia détruit la toxine. 
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avec nos recherches in vitro, pour montrer que la tétanotoxine 
nest pas non plus détruite dans le tissu nerveux des animaux 
vivants, mais y contracte une combinaison stable qu'on ne peut 
dissocier sans détruire lun des constituants. 

Nous ferons remarquer encore que la toxime ainsi extraite 
du cerveau chez l’animal tétanisé manifeste, vis-a-vis de lorga- 
nisme des mammiféres, des proprictés absolument identiques d 
celles qu'elle offrait avant d’avoir contracté la combinaison in 
vivo. Une telle constatation est loin d’étre favorable &l/hypothése 
d’aprés laquelle le poison tétanique élaborerait, aux dépens de 
certaines cellules de ’organisme, une substance immédiatement 
tétanisante et comparable par ses effets & un alcaloide tel que 
la strychnine. Au contraire, le tétanos provoqué par la toxine 
extraite du cerveau des animaux ne manque jamais de présen- 
ter la méme incubation que la maladie naturelle, incubation qui 
n offre d’ailleurs rien de surprenant, si l’on veut bien se rappeler 
qu'une action diastasique est toujours fonction du temps. 

2. Nature de la substance qui neutralise la toxine tétanique dans 
le cerveau. Aprés avoir montré que cette neutralisation consiste 
en une combinaison, essayons de préciser la nature de la subs- 
tance qui dans les centres nerveux s unit au poison tétanique. 

Nous avons déja rappelé qu’elle est assez fragile pour étre 
détruite par privation d’eau, et, pour celte raison, nous avons 
présumé de sa nature a/buminoide. 

On sait en effet que la dessiccation provoque une coagulation 
qui fait perdre leurs principales propriétés aux albuminoides. 
La chaleur étant également susceptible de déterminer un pro- 
cessus analogue, nous avons étudié le pouvoir neutralisant de 
la substance cérébrale préalablement chauffée. 

Experience VIT. — On met au B. M. &56° pendant 30 minutes 
1,10 grammes de cerveau de cobaye, émulsionné dans 3c. ¢. 
deau physiologique; ensuite on incorpore 3 doses mortclles de 
toxine, soit 0,0015 c. ce. dans cette émulsion que l'on injecte 
apres 24 heures de séjour 4 la chambre. 

La souris présente au troisiéme jour un début de tétanos 
auquel elle suecombe au cinquiéme, On voit done que Vaction 
de la chaleur est favorable & ’hypothése d’une substance neu- 
tralisante albuminoide. 

Cette neutralisation est-elle Gquivalente a la fixation des 
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diastases protéolytiques par les albuminoides? Wiirtz a montré 
en effet que la digestion de la fibrine par la papaine se fait 
en deux temps, le premier consistant en une fixation du ferment. 
On pouvait se demander si, dans Vadsorption d’une toxine, le 
premier acte ne serait pas un phénoméne de méme ordre et 
rechercher ce qui se passerait au cas ole pouvoir adsorbant de 
la substance nerveuse aurait été utilisé d’abord par la papaine. 

Exeértence VIII. — On incorpore 0,20 grammes de papaine 
dans 2,10 grammes de cerveau de cobaye et on ajoute q.s. d'eau 
physiologique pour faire 6 c.c. Aprés 30 minutes a I’étuve, on 
additionne le mélange de 5 doses mortelles de toxine tétanique, 
soit 0,0025 c. c. On laisse ala chambre pendant 24 heures, aprés 
quoi on centrifuge pour inoculer séparément liquide et dépot. 
Une expérience de controle est faite avec du cerveau non papainé. 


NEUTRALISATION PAR DU CERVEAU TRAITE PARK LA PAPAINE 


Souris 1. Emulsion papainée, ensuite toxinée, 0,50.. 


Souris 2. Emulsion non papainée, mais toxinée, 0,50. 


Souris 3. Liquide centrifugé du cerveau papainé et 
toxiné, 3 ‘¢. ¢ 


Souris 4, Liquide centrifugé du cerveau non papainé, 
Os C 


Cette expérience montre que le traitement préalable du cer- 
veau par la papaine lui a retiré une partie de son pouvoir neu- 
tralisant, puisque V’animal a eu un tétanos local trés net, tandis 
que la souris témoin n’a présenté aucune roideur tétanique. Si 
la toxine non neutralisée n’a pu étre décelée dans le liquide 
centrifugé (souris 3), c’est sans doute qu'elle a été partiellement 
et simplement firée sur le cerveau, ce qui a rendu celui-ci 
tétanigéne, le reste du poison ayant été détruit par la papaine en 
solution. 

Par 

Ona voulu attribuer aussiles propriétés fixatrices du cerveau 
aux corps gras qu'il renferme. Il y avait donc lieu de rechercher 
si elles n’appartiendraient pas & la fois aux albuminoides et aux 
substances grasses ouméme & un complexe albuminoide graisse, 


/ 
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En admettant que les corps gras du cerveau — par leur fonction 
éthers de la glycérine — jouent, soit directement, soit sous 
forme de complexe organique, un role spécifique dans la neu- 
tralisation de la tétanotoxine, il suffira pour le savoir de saponi- 
fier ces graisses par une diastase lypolytique, telle que la stéap- 
sme. Nous avons utilisé dans ce but une solution centésimale de 
stéapsine liquide (Griibler), aprés nous étre assurés de l’inno- 
cuité des doses employées. Il ressort de nos essais que cette 
diastase hydrolysante n’a aucun pouvoir de libérer la toxine 
tétanique fixée sur la substance cérébrale. D’ot il résulte que les 
corps gras du cerveau, en tant qu’éthers de la glycérine sapo- 
nifiables par la stéapsine, n’excercent aucune action neutrali- 
sante sur la tétanotoxine. 

Nous avons alors recherché si, privée de ses matiéres gras- 
ses par un solvant neutre, la substance cérébrale conserverait 
- encore son pouvoir neutralisant. I] était tout indiqué d’employer 
pour cela l’éther sulfurique, privé d’alcool et saturé d’eau par 
agitation avec l’eau distillée (éther aqueux). 

Exprntence IX. — Un cerveau de cobaye de 3.30 grammes 
est divisé en deux parts dont l'une est mélangée avec 2 doses 1/2 
de toxine tétanique + 3 c.c. d'eau physiologique. Aprés 24 heu- 
res a la glaciére, on centrifuge et inocule séparément dépot et 
liquide. L’autre partie du cerveau est épuisée par I’éther aqueux, 
et le résidu d’évaporation de l’éther, d’un poids de 0,10 gram- 
me est additionné de 2 doses 1/2 de toxine. 

Cette moitié de cerveau, ainsi dégraissée par l’éther, est 
mélangée avec 2 doses 1/2 de tétanotoxine, laissée 24 heures a 
la glaciére et centrifugée. 
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ACTION DE L ETHER SUR LE POUVOIR NEUTRALISANT DU CERVEAU 


7 janvfer. 


Souris 1. 2 doses 1/2 toxine (temoin) 


Souris 2. Résidu d’évaporation de Il éther 
+ 2 doses 41/2 toxine 


Souris 3. Dépot du cerveau-toxine non dé- 
: graissé, 1,50 c. c 


Souris 4, Liquide du cerveau-toxine non dé- 
graissé, 1,50 c. ¢ 


Souris 5. Liquideducerveau toxiné et dégraissé 
par l’éther, 1,50 c. ¢ 


Souris 6. Dépot du cerveau toxiné et dégraissé 
par l’éther; 1,50 ¢. ¢ 


On voit par cette expérience que les substances extraites du 
cerveau au moyen de l’éther — corps gras, lécithines, cholesté- 
rine — ne peuvent neutraliser la tétanotoxine, et cependant la 
substance cérébrale traitée par ’éther aqueux a perdu son 
pouvoir spécifique d’adsorption (souris 5), d’ot: il résulle que 
celui-ci est di soit a des albuminoides perdant leurs propriétés 
neutralisantes apres traitement par l’éther, — processus vraisem- 
blablement coagulant, — soit’un complexe albuminoide-graisse 
dissociable par l’éther et neutralisant la toxine par son groupe- 
ment albuminoide. 

Malgré cela, il était indiqué Vessayer séparément laction 
in vitro de la lécithine et de la cholestérine sur la toxine tétanique. 
Voici quelques essais entrepris avec chacun de ces composés : 

Experience X. — Onabandonne a la glaciére pendant 24 heu- 
res le mélange. 


Moxie svete niche are eta eee 0,0025 c. c. 
Jo J.écithine fraiche de lceuf......... 0,25 c.c. 
(Bau iphysiolosiqueses seis tee Q.s. pour émulsionner. 


L’émulsion de la cholestérine a été faite également. dans 
Peau physiologique ; cette émulsion est assez difficile & préparer 
ainsi, mais nous avons tenuan’emplMyer aucun adjuvant. Nous 


avons mis en tubes scellés pendant 7 jours & 38° les deux mé- 
langes : 


NEUTRALISATION DES TOXINES BACTERIENNES 299 


- . S904 Eau physiologique see eee fone. Say URSIN OR os j 
(ptomime:tétaniques.2 2 ook... 4. O0verc. 
Emulsion de cholestérine.......... 0,90 c. c. (environ 0,12 gr. de 
: 3° cholestérine). 
INONSTONS WENO. wo nboaaneasoneen 05A0\'e-7e. 
ACTION DE LA LECITHINE ET DE LA CHOLESTERINE SUR LA TOXINE : ‘ 
11 mars. 12 13 14 
Souris 1. Toxine tétanique 0,0003........... = =+ d 
SOU sy Lee LAMCOM one eee kia ease rece rs = Sep | 
= 25 mars. 26 27 
SounisesnMelan ee 26 == 0 0A sche S25 oe: = , = 
Souris 4. Mélange 3° = 0,01 ¢. c.....- RO te = + 3 
Comme on le voit, la iécithine et la cholestérine n’ont 


aucune action im vitro sur la tétanotoxine ',. 

Nous montrerons plus tard que la neutralisation de la toxine 
par la choline et par la névrine, produits de dédoublement de la 
matiére cérébrale, ne présente non plus aucune spécificité. 

En résumé, nos recherches prouvent que le pouvoir neutra- 
lisant exercé sur la tétanotoxine par la substance cérébrale, 
aussi bien in vivo que en vitro, reléve de Vaction de ses compo- 
sés albuminoides, &’ Vexclusion de ses autres constituants. 

13 janvier 1908. 


4. La cholestérine a été employée dans le traitement du tétanos. 7. Almagia 
et G. Mendes (Boll. d. R. Accad. med. di Roma, t. XXIII, f. 3 et 4, 1907, analysé 
dans le Bulletin de l'Instetut Pasteur, t. V. p. 541) rapportent deux observations 
de tétaniques traités, le deuxiéme exclusivement, par des injections de cholesté- 
rine, et finalement guéris. Nous pensons quwil s’agft de eas de guérison sponta- 
née: des essais nombreux sur les animaux nous ont montré que la cholestérine 
et la lécithine étaient dépourvues de tout pouvoir, méme préventif, contre lintoxi- 

. cation tétanique. 


es 


Contribution @ étude de la flore normale des selles du 
nourrisson 


Par LE D® Grecore JACOBSON 
Ancien interne des hépitaux de Paris, docent de clinique infantile & la Faculté 
de médecine de Bucarest. 


(Travail du laboratoire communal de Ja ville de Bucarest. ) 


Ayant entrepris, pour mon instruction personnelle, l’étude 
de la flore normale des selles du nourrisson, j’ai pu constater 
certaines particularités non décrites relatives aux formes mi- 
crobiennes déja connues, et, d’autre part, étudier quelques 
formes ou variétés nouvelles. Bien qu'il ne s’agisse nullement 
ici dune étude complete, j’al pensé que mes notes pourraient 
étre utiles a ceux que cette question occupe, et c'est ce qui 
m’a décidé a les publier. 

J'ai étudié 5 cas dont 4 de nourrissons nourris exclusivement 
au sein et parfaitement bien portants, et un de nourrisson ali- 
menté au babeurre a cause d’accidents dyspeptiques, disparus, 
Wailleurs, depuis ce mode d’alimentation. 

Dans chaque cas j’ai fait des cultures en divers milieux aé- 
robies, en milieux acides et en milieux anaérobies. L’isolement 
des espéces anaérobies a toujours été faiten agar profond et en 
suivant la technique, aujourd’hui classique, exposée dans les 
mémoires de Veillon et Zuber et dans lesthéses de Hallé, Tissier, 
Guillemot, Rist, Cottet. 

Jai fait chaque fois des cultures 4 20° et 2 fois des cultures 
a haute température : mais jen’ai pu isoler ni des espéces pous- 
sant uniquement a 20°, ni des especes thermophiles obligatoires 
comme celles décrites par M!* Tsiklinsky '. 

J'ai employé deux fois les procédés d’isolement préconisés 
par Rodella? et dans un cas j’ai pu ainsi isoler une espdce 
(B. nebulosus gazogenes) que je décrirai plus loin. 

4. Me Tstkunsky, Sur la flore microbienne thermophile du canal intéstinal de 
Yhomme, Ann. de l’Inst. Past. 1908, p. 217. 
2. Ropevia, Ueber anaerobe Bakterienim normalen Singlings-stuhle. Zeitschr. 


jf. Hyg., 7 févr: 1902. 
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Je ne m/attarderai pas ici & la descriptionde chaque cas en 
particulier, mais seulement a l'étude des espéces. J’ai trouvé la 
flore intestinale des nourrissons au sein sensiblement conforme 
a la description aujourd’hui classique de Tissier ‘. Le bacillus bif- 
dus prédominait dans tous les cas et paraissait, sur les lames, cons 
tituer la presque totalité de la flore. Les cultures m’ont permis 
disoler, en dehors des espéces coliformes, toujours présentes, 
Vacidophile de Moro, qui, contrairement & l’opinion de Tissier, 
parait étre constant (tout au moins a Bucarest) dans les selles du 
nourrisson nourri exclusivement au sein, et encore d’autres 
espéces, anaérobies facultatives, non encore décrites et qui 
méritent d’étre signalées. 

La flore du nourrisson au babeurre? était trés variée. 

D/ailleurs, je dois répéter qu’il ne s’agissait pas, dans ce cas, 
d’un enfant absolument normal. car ce mode d’alimentation avait 
été imposé par des accidents dyspeptiques intenses, et l'enfant, 
quoique en apparence en bonne santé au moment de l’examen, 
avait encore des selles assez fétides. 

De l'étude de ce cas, je tiens a relever une particularité fort 
intéressante, déja énoncée par Teixeira de Mattos * chezles enfants 
nourris au babeurre : les espéces coliformes sont wniquement 
représentées par le b. lactis aerogenes d’Escherich. Bien que j’ai 
étudié un nombre considérable de colonies coliformes, il m’a été 
impossible d’isoler un seul colibacille. Le fait mérite d’étre noté. 
Parmi les nombreuses espéces isolées de ce cas, je nen décrirai 
qu’une seule qui m’a paru faire partie intégrante de la flore de 
ce nourrisson, car, dans 3 examens successifs, 4 plusieurs 
semaines de distance, je l’ai trouvée en abondance dans mes 
cultures. 

Je diviserai cette note en 2 parties : dans une 1" partie je 
mentionnerai quelques particularités relatives aux espéces déja 
connues; dans la 2° partie je décrirai des espéces ou varictés 
nouvelles. 

Que MM. les professeurs Proca et Sion veuillent bien me 
permettre de leur témoigner ici ma reconnaissance pour l’ai- 
mable hospitalité qu’ils mont offerte au Laboratoire communal, 

4. Tissrer, Rech. sur la flore.intestinale du nourrisson, 7h. de Paris, 1900. 
2. Pour ce mode d’alimentation voir mon travail : De l’alimentation desnour- 


rissons avec le babeurre : Arch. de Med. des Enfants,: janvier 1903. 
3. TeIxema pe Marros, Jahrbuch /. Kinderh. 1902, vol. 55, p. 55 
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et les bons conseils qu’ils ont bien voulu me donner dans le’ 
cours de mes recherches. 


Bacillus bifidus (Tissier)'. Ce bacille était de beaucoup pré- 
dominant dans les selles de nourrissons au sein. On le trouvait 
aussi, mais en abondance moindre, dans 4es selles de l’enfant au 
babeurre. 

L’étude que j’ai faite des divers échantillons que j’ai isolés 
confirme dans ses grandes lignes la description de Tissier. J’ai 
cependant & noter quelques particularités : 

1° L’opinion de Tissier que le B. ne pousse pas en gélose 
acide? me parait inexacte. Les 5 échantillons que j’ai eu entre 


les mains poussaient également bien sur agar sucré profond 


acide (4 gouttes d’acide lactique pour un tube a essai de grande 
dimension contenant 25 c. c. de gélose). La croissance se fait 
seulement un peu plus lentement que dans le méme milieu 
non acidifié. 

Si j’insiste sur ce caractére, c’est qu'il permet, dans les cas a 
flore complexe, d’isoler le B. assez facilement : on sait que dans 
les milieux acides les espéces coliformes poussent mal et, quand 
elles poussent, ne donnent pas ou donnent peu de gaz. 

Ce caractére acidophile du B. était @ailleurs & prévoir, étant 
donnée la prédominance considérable de cette espéce dans les 
selles du nourrisson au sein, selles dont la réaction est toujours 
franchement acide a l’état normal?. 

2° Les colonies de B. ne sont lenticulaires qu’au début. 
Quand elles grandissent, on voit habituellement, sur l’une des 
faces de la lentille, pousser un prolongement perpendiculaire 
formant avec le plan de la lentille deux angles diédres. On 
peut aussi voir pousser un prolongement analogue sur l’autre 
face : la colonie prend alors aspect d’une graine d’ombellifére, 

Les colonies sont compactes : on peut les énucléer de la 

4, Tissier, Loc. cit. 

2. Ip., Id., p. 94. 

3. Dans un récent mémoire (Ann. de UInst, Past. 1903, p. 4146) Tissier 
considére le Bifidus comme un ferment trés actif des sucres & acidité d’arrét. 


3,43 a 4,90 (de SO4H2, p. 4,000); il reconnait done aussi que le Bifidus pousse ° 
en milieu acide, 


* 
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gélose comme un bourbillon, ou encore les couper au bistouri 
sans les déformer — contrairement a d’autres colonies (entéro- 
coque, par exemple) qui, piquées, se vident comme une poche 
remplie de liquide. 

Les colonies de B. sont composées d’une masse granuleuse 
qui s’émulsionne trés mal. 

_ 3° Sur agar sucré profond, coloré par le vert de malachite 
(3 gouttes d'une solution a 10/0 de vert malachite dans un tube 
de 30 c. c. dagar), le B. ne pousse pas : ce procédé ne peut 
done convenir pour les isolements. 

4o Aprés divers essais, le milieu de culture liguide de choix 
m’a paru étre le bouillon ordinaire auquel on ajoute, pour un 
tube & essai habituel (8-10 c.c. de bouillon), 2 c. c. dune 
solution de glycose a J0 0/0 et 1c. c. de lait. 

Dans ce milieu la culture est rapide et abondante. Au bout 
de quelques jours, quand le milieus’acidifie, le lait en suspension 
est coagulé et se précipite en flocons au fond du tube. 

I] est intéressant de noter que, dans 3 essais successifs, j’ai 
obtenu des cultures bien plus rapides et plus abondantes en me 
servant, pour la préparation du milieu, de lait de femme stéri- 
lisé au lieu de lait de vache. Le fait mérite d’étre encore vérifié. 

5° Je n’ai pu faire pousser le B. ni sur gélatine ou agar a 20° 
ni sur agar sucré ouen milieu liquide a 45-50°. 

6° Comme Tissier, je considére le B. comme un bacille stric- 
tement anaérobie quand il est pur; en symbiose il pousse 
parfois, quoique faiblement, méme en milieux aérobies). 

Mes recherches contredisent done celles de Passini * qui 
affirme que le B. de Tissier pousse abondamment en surface sur 
agar sucré, méme si l’anaérobiose est incomplete. 

Bacittus actwoesttus. — (Moro?), Tissier affirme qu’il n’a 
jamais pu trouver le B. acidophilus chez un enfant nourri exclu- 
sivement au sein et bien portant. 

Contrairement & cette opinion et conformément a celle sou- 


4, Passin1, Ueber das regelmissige Vorkommen der verschiedenen Typen der 
streng anaerobischen Buttersiurebacterien im normalen stuhle, Jahrd. f. Kinderh, 
vol. LVII, p. 87. 

2. Moro, Ueber dienach gram firbbaren Bacillen des sanglings stuhles, Wen. 
Klin. Wochenschft. 1900, n° 3, et Ueber den Bacillus acidophilus, Jahrb, /. Kind- 
1900, vol. LU, p. 38. 

3. Tissier, Loc..cit., p.97. 
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tenue par Moro et Cahn, j’ai pu isoler des acidophiles dans les 
cing cas que j’ai étudiés, dont 4 se rapportaient 4 des nourris- 
sons absolument bien portants et nourris exclusivement au sein. 

Jajoute que dans deux de ces cas j’ai cherché les acido- 
philes dans le lait de la nourrice et que j’ai pu les isoler de ces 
laits. 

Enfin, dans un de ces cas, j’ai fait un essai de numération 
comparative des especes microbiennes. Je me réserve de publier 
le résultat de ces numérations quand j’aurai réuni un plus grand 
nombre d’observations, mais je puis dire dés a présent que. 
d’aprés le résultat de cette numération, lacidophile était non 
seulement présent dans la selle, mais encore trés abondant, 
quoique en moins grande quantité que le Bifidus ; il s’agissait 
pourtant d’un enfant rigoureusement normal et exclusivement 
nourri au sein maternel:. 

C’est ici le lieu d’insister sur une particularité biologique de 
ce microbe, susceptible d’en faire méconnaitre la présence : 

Sil’on essaie de pratiquer lisolement de l’A. en ensemen- 
cant doublement les selles sur milieu solide acide, sucré ou non, 
on n’obtient pas ou presque pas de colonies d’acidophiles. Ce 
microbe a besoin de se multiplier d’abord en milieu liquide 
acide, aprés quoi on peut le transporter sur milieu solide. 

J'ai utilisé la technique suivante: la dilution de selles en 
bouillon est acidifiée avec 1 goutte d’acide lactique pour un tube 
habituel de bouillon (8-10 c. ¢.), on met a l’étuve et au bout 
de 24 heures on repique sur un 2° tube de bouillon acidifié avee 
2 gouttes d’acide lactique. Le lendemain. on pratique lisole- 
ment sur une série de tubes ou plaques d’agar acide sucré: 
Yacidophile pousse alors abondamment, souvent en culture 
pure ou presque pure. 

Si les descriptions de Moro et de Tissier concernant l’acido- 
phile sont assez analogues quant aux caractéres culturaux, 
elles different sensiblement quant a la forme du bacille. 

Tandis que Moro le décrit etle représente comme un bacille 
mince & extrémités légerement pointues, souvent rangé en 
éléments paralléles, il se présente, pour Tissier, sous forme 


1. Il est bien entendu que ces résultats ne concernent que les nourrissons 
observés & Bucarest ; il se peut qu’il en soit autrement a Paris. 
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dun gros bacille trapu & extrémités arrondies facilement recon- 
naissable dans les selles. 

Je ne puis accepter cette dernitre assertion: je crois que, 
dans la majorité des cas, il est impossible, sur les frottis de 
selles, de distinguer l’acidophile du bifidus ; en particulier, dans 
le cas cité plushaut, ou j’ai pu, par une numération, acquérir 
la certitude que l’A. était en abondance, l’aspect des frottis de 
selles était absolument uniforme et il n’était pas possible de 
faire de distinctions parmi les éléments colorés par le gram. 

Il est d’ailleurs. fort probable, ainsi que l’a écrit Moro, que 
les selles normales contiennent non wn acidophile mais plusieurs 
variétés Vacidophiles assez variables morphologiquement. Nous 
connaissions déja les deux variétés décrites par Moro et Tissier. 

Cah’ décrit 3 variétés de colonies d’acidophiles, Weiss?, dans 
un récent travail, qui, il est vrai, ne parait pas se rapporter 
spécialement aux selles du nourrisson, se livre & une étude 
particuliére des acidophiles recueillis sur des cadavres et en. 
divers points du trajet intestinal. Il a ainsi isolé 7 espéces aci- 
dophiles dont 4 bacilles et 3 coques. 

Son n° 1 est un ibacille sensiblement identique & celui de 
Moro-Finkelstein-Rodella, bien que gazogene (le bacille de Moro: 
ne l’est pas). 

Le n° 2 est un bacille court et gros, en lancette, surtout 
aérobie, il donne de l’indol et se rapproche, d’aprés auteur, du 
lactis aerogenes d’Kscherich. 

Le n°3 est un bacille court et gros, droit ou légérement 
neurvé, il ya des formes courtes et longues, on le voit disposé. 
en petits groupes, en chaines, ou en filaments ; il est mobile et 
présente des analogies avec le bac. n° 1 de Ciechomshy et Jako- 
wshy*. 

Le n° 4est un bacille fin, allongé, filamenteux, ressemblant 
au bacille tuberculeux. Il est aérobie absolu, donne une pelli- 
cule &la surface du bouillon, liquéfie la gélatine, dissout Valbu- 
mine et donne de VH?S. Il se rapproche du b. liquefaciens. 
ilei de Macfayden, Nencki et Sieber’. 


1. Caun, Ueber die nach gram fairbbaren Bacillen des Sanglingsstuhles, Cen- 
tralbl. f. Bakt, 1901, Bd XXX, No 19, p. 721. \ nik te t 

2. Huco Werss, Zur Kenntniss der Darmtlora, Centralbl. f. Bakt. XXXVI, p. 13. 

3. Crecuomski et Jakowskt, Arch. f. Klin, Chir, Bd LXVIIT, 1894. 

4. MAcraypEN, Nenoxret Sieser, Arch. /. exp. Path.u Pharmak.Bd XXVIII, 1891. 
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Le n° 5 est un gros diplocoque donnant de Vindol et ne 
coagulant pas le lait. On peut Vassimiler au gros diplocoque 
mobile n° 3 de Ciechomsky et Jakowsky. Il estidentique au diplo- 
coccus albus intestinorum. 

Le n° 6 est untrés petit coque en courtes chainettes. C’est 
un streptocoque non liquéfiant. 

Entin, le n° 7 est un staphylocoque moyen surtout aérobie, 
liquéfiant la gélatine d’une fagon intense, analogue au staphylo- 
coque blanc liquéfiant d’Escherich. 

Toutes ces variétés d’ Acidophiles décrites par Weiss prennent le 
gram — aucune west pathogene — aucune ne donne de spores. 
Enfin quelques-unes de ces varicl’s sont trés acidophiles : auss) les 
ns 2, 3, 4, 5, poussent dans un bouillon acide a 5 0/0 d acide 
acélique. 

Ki ce n’est pas encore tout pour ce qui concerne les acido- 
philes: Escherich!, Finkelstein? attribuent a certaines variétés 
d’acidophiles son réle pathogéne dans certaines entérites. 

Cahn* prétend avoir trouvé VA. dans les organes et 
méme le cwur d’enfants ayant succombé a des gastro-entérites. 

Enfin Salge ‘, dans un récent travail, étudiant la flore de cer- 
taines gastro-enlériles ol prédominent les symptémes d’ordre 
toxique, trouve l’aspect des frottis absolument analogue a 
celui des selles normales, et dans les cultures i] isole un aci- 
dophile. Comme on ne peut admettre que, dans une aussi pro- 
fonde altération des voies digestives, la flore reste inaltérée, il 
suppose que l’acidophile isolé dans ces cas doit étre différent 
de Vacidophile normal. Mais toutes les tentatives qu’il a faites 
pour démontrer l’'action pathogéne de ce microbe sont restées 
sans résultat et il n’a pu trouver que des différences tout a fait 
insignifiantes d’avec l’acidophile habituel. 

Salge parait d’ailleurs-mal au courant de la question de la 
flore normale : il ne fait aucune mention du bifidus et parait 
croire que c’est l’acidophile qui est l’espéce principale des 
selles normales, or il est précisément fort possible que dans 


1. Escuenicu, Epidemisch auftretende Brechdurchfille in Siuglings-spitelern, 
Jahrb, f. Kinderh. vol. LII, p. 4. 

2, Finkexstern, Ueber Siureliebende Bazillen im Siuglingsstuhl, Deutsche 
medic. Wochenschr. 1906, n° 46. 

3. Cann, Centralb. f, Bakt, 1901, Loc. cit. 

4. Saree, Kin Beitrag zur Bakteriologie des Enterokatarrhs, Jahrb. f. Kind. 
4904, vol. LIX, p. 399. 
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les gastro-entérites en question il y ait substitution de I’ Acido- 
phile qui est trés acidorésistant, au Bifidus qui lest beaucoup 
moins, les selles de ces malades étant en général d’une acidité 
trés marquée. — Ce point mériterait une étude particuliére. 

Pour mon compte, j’ai eu entre les mains 3 échantillons 
@acidophiles, assez variables morphologiquement et trés ana- 
logues au point de vue cultural : 

4° Un bacille gros, court, trapu, & bouts carrés, habituelle- 
ment disposé en assez longues chaines; 

2° Un bacille mince & extrémités arrondies, non groupé en 
chaines, mais disposé en séries de plusieurs éléments paral- 
léles — rarement on voit 2 ou 3 bacilles bout a bout; 

3° Un baeille trés court qui est & la variété de Moro ce que 
le diphtérique court est au diphtérique commun. 

Ces trois formes ont persisté non modifiées dans les divers 
repiquages, mais les caractéres culturaux étaient identiques 
dans les 3 variétés et répondaient trés exactement a la des- 
cription de Moro: je crois inutile d’y insister. Je vais seule- 
ment noter quelques particularités que j’ai observées. 

a) Contrairement & certaines descriptions (Moro), les 
échantillons que j’ai isolés ont tous parfaitement poussé en 
gélatine & 20°, soit en surface, soit en profondeur. — Je me 
suis servi de gélatine sucrée. — Dans aucun cas la gélatine n’a 
été liquéfiée. 

b) Les acidophiles que j’ai isolés ne poussent pas en agar 
teinté de vert malachite, gue le milieu soit ou non sucré 
(1 goutte de la solution de vert malachite a 1 0/0, pour un 
tube contenant de 8 410 c. c. de bouillon). 

c) D’aprés Moro, dans les milieux liquides lA. perd sa 
colorabilité par le gram en 2 6 jours. 

Jai trouvé ce caractére trés variable : dans un cas, la perte 
de la colofabilité par le gram était & peu prés nulle; méme 
dans les cultures vieilles de 15 jours et plus, les éléments 
bacillaires se coloraient presque tous. Mais dans tous les autres 
cas on observait une perte plus ou moins rapide de la colora- 
bilité par le gram, plus accentuée en milieux liquides, mais se 
montrant aussi en milieux solides. 


4, Tissier et Gascuinc, Rech. sur la fermentation du lait, Ann. Inst. Past. 
4903, p. 546. 
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“Sans doute il s’agit la, comme le dit Tissier ‘, dun phéno- 
mene banal de vitalité moindre de certains éléments, mais ce 
phénomene parait ici plus accusé qu’ailleurs : déja, au bout de 
24 heures de culture, 6n trouve souvent un grand nombre d élé- 
inents décolorés, au point que, si on n’est pas prévenu, on 
peut croire qu'on a affaire & un mélange de deux espéces 
bacillaires. 

d) En bouillon additionné de savon médicinal lA. pousse 
bien. Au bout de 48 heures environ, le bouillon, d’abord trou- 

“blé, se elarifie, et il se fait un abondant dépét floconneux au 
fond du tube?. Sadge* a bien étudié ce qui se passe dans ces cas. 

D’aprés lui, les milieux contenant des substances grasses 
favorisent le développement des acidophiles (tout au moins de 
PA. qwila isolé de certaines entérites). 

Si on utilise du bouillon auquel on ajoute de loléate de 
soude, il se fait une culture abondante, le bouillon se trouble, 
et au fond du tube se précipite un dépdt floconneux. — Si on 
centrifuge, on constate que le bouillon ne contient plus ni 
oléate de soude ni acide oléique, mais un mélange d’acides 
propionique et butyrique : il y a eu décomposition de l’aeide 
oléique et formation d’acide gras inférieurs. 

e) Relativement aux varietés de forme dans les. cultures, 
elles sont considérables suivant les milieux employés, comme 
Va bien vu Tissier : formes courtes, longues, filaments, formes 
en massue. Mais, bien que j’aie expérimenté un grand nombre 
de,milieux, et que j’aie pu obtenir des formes dégénératives 
trés anormales (virgules, massues etc.), je n’ai jamais observé 
de ramifications vraies, méme avec la « wasser-cultur » exécu- 
tée scrupuleusement d’aprés la technique de Moro. — Les 
formes les plus anormales m’ont été fournies dans les milieux 
savonneux. 


I 


Bacillus pseudodiphtericus gazogenes. (Kispece nouvelle.) Ce 
bacille a été isolé des selles d’un nourrisson de 5 mois ali- 
menté exclusivement au sein maternel. 


1. Je rappelle qu’il s’agit 14 d’une réaction commune & beaucoup d’espéces 
microbiennes, et non d’un caractére particulier & Vacidophile. 
2. Sauce, Loc. cit. 
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Une dilution de selles, en bouillon, a été portée rapide- 
ment a l’ébullition puis refroidie et mise &l’étuye. — Au bout 
de 4 jours, j’ai fait, avec cette dilution, des ensemencements 
sur agar sucré et c’est ainsi que j’ai obtenu, al’état de pureté, 
Vespéce que je vais décrire : 

Cest un bacille ayant les dimensions du diphtéritique, droit, 
a extrémités arrondies et parfois épaissies en forme de massue. 
— Les éléments bacillaires sont généralement isolés et pré- 
sentent des dispositions en V analogues a celles du diphté- 
rique. Dans wne seule de mes cultures, vieilles de 10 jours, en 
agar sucré, les bacilles étaient disposés en chaines, affectant 
Vaspect streptobacillaire. Cet aspect n’a pas persisté dans les 


repiquages. 
Ce hbacille prend le gram dune fagon intense et uniforme 
dans les cultures jeunes. — Dans les cultures vieilles de quel- 


ques jours, on voit de nombreux ¢léments décolorés comme 
dans les cultures d’acidophiles. 

Jamais je n’ai pu noter de ramifications vraies. Ce bacille 
ne donne pas de spores. 

Sur agar sucré incliné ce bacille cultive abondamment. Au 
bout de 24 heures on voit a la surface de l’agar de trés nom- 
breuses colonies plates absolument transparentes, en gouttes 
de rosée, trés réguli¢rement arrondies, ayant environ 1/2 mil- 
limétre de diamétre. — Au bout d'une huitaine de jours, les 
bords des colonies se dentélent et de ces bords on voit pousser 
des prolongements, sous forme d’arborisations élégantes, tandis 
que le centre de la colonie devient jaunatre et Iégerement 
acuminé. 

En agar sucré profond, il se développe, au bout de 42 heu- 
res, d’abondantes colonies fines, blanchatres, floconneuses, irré- 
guliéres, respectant au début la zone aérobie. /] y a une abon- 
dante production de gaz qui fragmente l’agar sur toute sa hau- 
teur: 

En bouillon glycosé on obtient en 24 heures une riche cul- 
ture. Il se fait au fond du tube un dépot blanchatre abondant. 
Le bouillon reste clair. La culture dégage une légére odeur de 
fromage aigri. 

En agar et bouillon non glycosé le pseudodiphtérique pousse 
aussi mais la culture est beaucoup plus pauvre. 
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Sur agar sucré acide, il se refuse absolument a pousser, méme 
si l’acidification est trés légeére. 

Sur gélaline inclinée d@ 20°, sur pomme de terre a 37°, sur 
sérum de Loeffler @ 37° je u’ai pas pu obtenir de culture. | 

Sur gélatine sucrée profonde a 20°, le bacille pousse en 5 a 
6 jours, en donnant des colonies sphériques sans prolonge- 
ments, légérement brunatres, atteignant jusqu’a 1/2 millimétre 
de diamétre. 

En gélatine-pigire la culture réussit plus difficilement, Les 
colonies se développent le long du trait de piqtre. 

Sur /ait la culture est abondante. Le lait tournesolé vire au 
rouge en 24 h., mais la coagulation ne se fait pas, méme a 


la longue. — Au bout de 25 jours le lait tournesolé revire au 
bleu. ; 
La vitalité de cette espece m’a paru faible. — Au bout de 


10 a 12 jours les cultures ne sont généralement plus vivantes- 
— Cependant j'ai pu une fois obtenir un résultat positif en 
repiquant une culture en lait de 28 jours. 

L’action pathogene de ce microbe parait nulle : elle a été 
essayée sur une souris blanche et sur un lapin : malgré de 
fortes doses injectées, les animaux n’ont nullement souftert. 

Cette espéce doit étre classée dans le groupe des pseudo- 
diphtériques, a cdté de lacidophile dont elle différe par ses 
caractéres culturaux, par la production de gaz et par l’impossi- 
bilité de pousser en milieu acide. 

Elle se rapproche beaucoup du B. exilis de Tissier dont elle 
différe surtout par la production de gaz et la non coagulation 
du lait. 

Elle se rapproche aussi de l’espéce [V de Rodella* dont elle 
se distingue surtout parce que cette espéce liquéfie la gélatine et. 
quelle est anaérobie. 

Kin résumé, il s’agit ici d’une variété de pseudodiphtérique, 
groupe pour leque! lintestin parait étre un milieu de choix, & 
en juger par les nombreuses variétés qu’on y rencontre (acido- 
philes, exilis, variétés IV, V, VI, de Rodella ete...) 

Bacillus nebulosus gazogenes *. (Espece nouvelle.) Ce bacille 
a été isolé des selles d’un enfant antérieurement dyspeptique et. 


1. Ropetya, Zettsch. f. Hyg. 1902. 
2. Une culture de ce bacille a été déposée en juin 1904 chez Kral, & Prague. 
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a imenté exclusivement au babeurre. Il faisait partie de la flore 
habituelle de ce nourrisson, car ila été retrouvé en assez grande 
abondance dans 3 examens faits & 1 mois de distance. 

Ila été obtenu en chauffant des dilutions de selles & 80° 
pendant 3,5 et 8 minutes (procédé de Rodella). En ensemengant 
en agar profond la dilution chauffée pendant 8 minutes, nous 
avons obtenu le microbe en question. Il s’agit d’un bacille, 
anaérobie facultatif, gasogéene, allongé, d’environ 3&3 uv, droit & 
extrémités arrondies. 

Il est immobile. Il se décolore compléetement par le gram. 

Dans les diverses cultures, il présente un polymorphisme 
assez maigre, surtout quand les cultures sont quelque peu 
vieillies : onobserve alors des formes longues, les unes droites, 
les autres légérement incurvées, et aussi des filaments. On peut 
aussi voir quelques ramifications vraies, mais cela exception- 
nellement. 

Pas de spores. 

Sur agar simple incliné, il cultive en 24 heures en donnant 
assez grandes colonies (de 1/2 millim, environ de diamétre) en 
forme de « cachet », c’est-a-dire & centre bombé entouré d'une 
collerette plate. Ces colonies sont transparentes, a peine légere- 
ment opalines. 

Les jours suivants, la colonie s’aplatit, tout en s’agrandis- 
sant jusqu’a 1 millim. et plus de diamétre; en méme temps, son 
centre devient finement granuleux. Enfin, elle finit par devenir 
invisible. Au niveau des colonies on voit souvent quelques 
bulles de gaz dans l'épaisseur de l’agar. 

En bouillon peptonisé, le bouillon se trouble au bout de 
48 heures, il s’éclaircit de nouveau, et au fond du tube se préci- 
pite un léger dépot pulvérulent. La culture dégage une légére 
odeur butyrique. 

La croissance se fait identiquement, que l’on pratique ou non 
Panaérobiose. 

Pas @indol dans la culture, pas méme au bout de 15 jours. 

Lacidification du bouillon est déji évidente au bout de 
24 heures. 

Le lait est coagulé vers le 5° jour. Pas de peptonisation. 

Sur pomme de terre onn’observe pas de culture. 

La culture suragar profondsucréest absolument caractéristique : 
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les colonies ont l’aspect de flocons, de boules d’ouate, blan- 
chatres, arrondies, ayant 2 & 4 miilimétres de diamétre. Le 
centre du flocon est constitué par un noyau plus opaque que la 
périphérie qui est demi-transparente. A la loupe, on distingue, 
dans la zone transparente, de fines et élégantes arborisations a 
disposition rayonnante. 

Le développement de cette culture est accompagné d'un 
abondant dégagement de gaz qui fragmente l’agar. 

Au début, la surface du tube (zone de Vaérobiose) est res- 


, 


pectée; cen’est que dans la suite que les colonies l’envahissent 
aussi. 

Si l’agar est quelque peu caramélisé, on ne voit plus d’ar- 
borisations et toute la colonie représente un nuage, une sorte 
de halo demi-transparent avec un centre & peine un peu plus 
dense. ; 

En agar profond ensemencé par piqtre, ce bacille pousse abon- 
damment sur le trajet du trait d’ensemencement; on voit tout 
le long un chapelet de bulles de gaz. 

Sur gélatine profonde a 20°, il pousse bien en 3 a 4 jours, en 
donnant des colonies réguliérement arrondies et un peu bru- 
natres. Pas de liquéfaction. 

Sur gélatine inclinée sucrée (aérobiose), on voit une assez abon- 
dante culture constituée par de fines colonies complétement 
transparentes,.a contour assez irrégulier, bien que généralement 
arrondies. 

Sur sérum de Liffler pas de culture apparente. 

L’action pathogene de cette espece paraitnulle. J’aiinjecté 10ce. 
de culture en bouillon de 24 heures dans le péritoine d’un 
lapin, sans aucun résultat. 

J’ai injecté 1/10 de c.e. du dépot @une culture du bouillon 
dans le péritoine d’une souris, sans que l’animal éprouve aucun 
trouble. 

Je nai trouvé cette espéce décrite nuile part. Le bacille n° 4 
de Rodeila' donne bien une culture analogue en tubes profonds, 
mais il sagit d'une espéce, colorable par le gram, donnant des 
spores, peptonisant le lait. 

Le bacille n° 1 de Weiss? se rapprocherait plus ou moins du 


4. RoneuLa, Zettschr. f Hyg. 7 féevr. 1902. - 
2. Weiss, Centralblatt, XXVI, p. 16. 
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notre, mais il se colore bien pax le gram, pousse sur pomme de 
de terre et ne pousse pas sur gélatine. 

Coccobacillus minutissimus gazogenes'. (Espéce nouvelle.) Cette 
espéce parait étre assez fréquente. Je l’ai rencontrée 2 fois dans 
les selles d’enfants nourris exclusivement au sein, et 1 fois chez 
le nourrisson alimenté au babeurre, Ce microbe est habituel- 
lement en symbiose avec des espéces banales dont il est souvent 
fort difficile de Visoler. 

C’est un trés fin coccobacille, & peineun peu plus long que 
large, mesurant environ 0y.3 &0%.5, groupé comme un staphy- 
locoque en grappes; ces grappes sont cohérentes et difficiles a 
dissocier. Il ne varie pas de forme. IL est immobile. 

Il se colore en général mal par les colorants habituels et se 
décolore completement par la méthode de Gram. Crest surtout un 
anaérobie. Il tient le milieu entre les anaérobies facultatifs et les 
anaérobies stricts, ence sens qu'il ne pousse pas sur les milieux 
aérobies, mais pousse méme quand l’anaérobiose est relative. 

Il est gazogene. 

Lagar sucré profond est le milieu de choix. 

On commence avoir les colonies au bout d’ environ 36 heures. 
Ces colonies grandissenten 3 a 4 jours, acquiérent des diamétres 
de 1/4 et 1/2 millimétre. Elles sont blanches, opaques et de 
forme trés irréguliére (angulaires, a facettes, bosselées, etc...). 
L’agarest fragmenté par de nombreuses bulles de gaz non fétide. 
Ala surface dela colonne ily a constamment unezone d environ 
4 centim. respectée par la culture (zone de l'aérobiose). 

En agar incliné glycosé avec anaérobiose, il pousse tres mal, 
trés pauvrement et pas toujours. Cependant, les rares colonies, 
qui poussent atteignent d’assez fortes dimensions (1 millim. dia~ 
metre). Elles sont régulitrement arrondies, opalinées et suréle- 
vées. On voit de grosses bulles de gaz dans la profondeur de 
Vagar, en regard des colonies qui ont poussé. Le liquide de 
condensation contient au fond quelques flocons mais reste clair. 

En agar incliné glycosé sans anaérobiose, il ne se fait pas de 
culture, excepté dans le liquide de condensation (dépot flocon- 
neux). Au niveau de ce liquide floconneux on voit, dans l’épais- 
seur de agar, une bulle de gaz, mais le reste du tube reste 
stérile. 


4, Un échantillon de ce coccobacille a été déposé en juin 1904 chez Kral, 
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En agar sucré profond acide pas de développement. 

En bouillon sucré on obtient une culture pauvre si on ne 
pratique pas l’anaérobiose, beaucoup plus abondante si on la 
pratique. 

Au bout de 24 h., il se dépose au fond du tube un amas de 
fins grumeaux; chacun d’eux étant constitué par un amas 
cohérent de coccobacilles fort pénible a dissocier. Le bouillon 
reste clair 4 la surface. | 

La culture ne dégage pas d’odeur. 

Il n’y a pas de production d'indol. 

L’acidification du milieu est trés faible; & peine peut-on la 
constater vers le 4° jour. 

Le /ait n’est pas coagulé, méme au bout de 40 jours. 

En miliewx anaérobies non sucrés (agar profond, bouillon), le 
développement se fait aussi, mais moins bien qu’en milieux 
sucrés. Il y aussi abondante production de gaz. 

En agar profond en pigqtre, le développement se fait bien sur 
le trajet du trait d’ensemencement; tout le long on voit un 
chapelet de bulles gazeuses. . 

En gélatine, sucrée ou non, en tube profond, il ne se fait 
aucune culture. 

La culture en bouillon sans anaérobiose est trés abondante, 


si en culture le coccobacille en symbiose avec un staphyloco- — 


que; mais sur miliewsr solides, malgré la symbiose, iln’y a pas 
de culture. 

L’action pathogene de ce eoccobacille parait nulle. Ni 7c.c. de 
culture en bouillon sucré injectés dans le péritoine d’un lapin, 
ni 4/10 de c.c. dela méme culture dans le péritoine d’une souris 
n’ont provoqué de symptémes morbides. 

Ce coccobacille ressemble & l'une des espéces (n° 6) figu- 
rées par Weiss (loc. cit. p. 47); mais ce dernier coccobacille est 
acidophile et prend bien le gram (n° 9), il ne donne pas de gaz, 
et pousse aussi en miliewx aérobies. 

Notre coccobacille me parait aussi différents du coccobacillus 
anaerobius perfotens de Tissier (loc. cit. p. 70). Cette espice a 
des dimensions plus grandes (0,844 4), elle se colore facile- 
ment par les colorants basiques, ne présente pas cette dispo-: 
sition constante et caractéristique en grumeaux incohérents, et 
surtout dégage des gaz extrémement fétides. 
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Le staphilococcus parvulus de Veillon et Zuber pousse i 22, 
23° et donne en gélatine des colonies caractéristiques opaques, 
brunatres et granuleuses, il donne également des gaz fétides 
et est pathogéne pour le cobaye et le lapin. 

Bacillus intestinalis tuberculiformis'. (Kspéce nouvelle.) Ce 
bacille a été isolé dans tous les cas que j'ai étudiés ( 4 enfants 
au sein exclusivement, et 1 au babeurre). J’examinerai plus 
loin son mode d’isolement et la trés intéressante question de 
ses analogies avec le bifidus. 

C’est un trés fin bacille, immobile, ayant les dimensions et 
laspect général du bacille tuberculeux; il se colore par le gram, 
mais d’une facon inégale (espaces clairs) comme le bacille diphté- 
rique et sa colorabilité persite méme dans les cultures plus 
anciennes (15 jours), bien que l’on rencontre, dans ce dernier 
cas, un assez grand nombre d’éléments décolorés. 

Il nesecolore pas par la méthode de Zieh. 

Il présente un polymorphisme assez accusé: dans la méme 
culture on voit, a coté d’ éléments typiques, d’autres courts comme 
des coccobacilles et aussi des formes trés allongées. Les bacilles 
se disposent souvent par deux, bout About, et méme pariois on 
en voit 3 4 la file. En ce cas, les éléments présentent souvent 
des directions différentes de sorte que les formes en V sont 
trés fréquentes. Les extrémités des bacilles sont généralement 
pointues. 

Parfois, l’aspect est encore plus anormal: on trouve alors 
des formes incurvées en virgule, ou en V, ou des diploba- 
cilles en S. 

Les formes en massue, en point d’exclamation, ne sont pas 
rares, et on trouve souvent des ramifications vruies. Mais ces 
ramifications ont un aspect tout différent de celle du bifidus ; 
il n’y ajamais plus d’une branche, et elle parait généralement 
latérale; les ramifications sont fines et allongées, et souvent 
trés inégales, tandis que chez le bifide elles sont courtes, tra- 
pues, habituellement égales et presque toujours renflées & leur 
extrémité. 

Ce bacille ne donne pas de spores. 

Il est presque exclustvement anacrobie. 

Son milieu de choix est Vagar profond sucré. La culture 


4, Une culture de ce bacille a été déposée en juin 1904 chez Kral. 
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débute au bout d’environ 36 heures, mais n’est bien développée 
que vers la 48° heure. 

Les colonies sont blanc opaque, fixes, tout d’abord irrégu- 
ligres au moment ow elles commencent & poindre, puis lenticu- 
laires. Elles atteignent, au bout de quelques jours, jusqua 
1 millim. et plus de diamétre et, quand elles sont agées, on voit 
souvent pousser, sur une face de la lentille ou méme sur cha- 
cune des faces, un prolongement en forme de demi-lentille dont 
le plan est perpendiculaire a celui de la lentille primitive ; on a 
alors l’aspect @une graine d’ombellifére. 

La zone aérobie de la surface du tube est toujours respec- 
tée. ILn’y a pasde dégagement de gaz 

En bouillon glycoséavec anaérobiose, ce bacille pousse bien, 
en 48 heures environ; le bouillon se trouble d’abord puis se 
clarifie et au fond du tube on voit un assez abondant dépdt 
finement grumeleux qui adhére aux parois du tube. Dans les 
vieilles cultures, ce dépot prend une teinte rose tres accusée. 

La culture en bouillon dégage une légére odeur aigre- 
lette. 

L’acidification du milieu est rapide et intense ; elle donne, au 
bout de quelques jours, avec lateinture de tournesol, une colora- 
tion rouge vin de Bordeaux, 

Si l’on ne pratique pas Vanaérobiose, la culture en bouillon se 
fait toutde méme, mais elle est beaucoup plus pauvre. 

Sur lait il n’y a pas de développement apparent. 

Sur pomme de terre non plus. 

Sur bouillon glycosé additionné de lait, la culture se fait comme 
en bouillon, le lait finit par étre précipité, au bout d’une ving- 
taine de jours, sous forme de flocons. 

Sur agar profond en pigire le développement se fait bien tout 
le long du trait, excepté dans la zone de l’aérobiose qui finit 
cependant aussi par étre envahie a la longue. 

Sur gelatine 9 glycosée ensemencéea |’état liquide ou en piqure, 
a 20°, il n’y a pas de croissance. 

Sur agar incliné glycosé, sans anaérobiose, la- culture est 
inconstante mais caractéristique. On ne peut l’obtenir toujours ; 
il faut faire un ensemencement abondant, massif, de préférence, 
en écorchant superficiellement agar. 


Aubout de 36 heures environ, on voit le liquide de conden- 


fi 
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sation se troubler, puis il se forme au fond quelques grumeaux, 
tandis que la surface del agar parait rester stérile. 

Ce nest qu’au bout d’environ 10 jours que l’on voit se déye- 
lopper, @ la surface de l’agar, de rares et fines colonies d’un blane 
opaque, trés bombées, en 1/2 sphére. etd@’aspect crémeux. 
Ces colonies se développent exclusivement aux environs de 
lasurface du liquide de condensation, ou encore autour des colo- 
nies anciennes exposées a la surface delagar par l’ensemence- 
ment, comme autant de satellites. 

Les jours suivants elles grandissent en se surélevant de plus 
en plus et finissent par atteindre 1 millim. et plus de diamétre. 
Elles sont d'un blane éclatant, crémeuses, gluantes et entou- 
rées au début d'une mince collerette muqueuse demi-trans- 
parente qui disparait dans la suite. En vieillissant, elles pren- 
nent généralement une teinte rose trés accusée. Dans cette 
culture aérobie prédominent les formes courtes. Kn repiquant 
ces colonies sur agar profond, on obtient la culture caractéris- 
tique décrite plus haut. 

Comme on le voit, il s’agit ici d'une espéce trés particuliére. 

La description précédente est basée sur l'étude de 5 échan- 
tillons de source différente qui se sont montrés tous semblables. 
La vitalité de ce bacille est assez grande. J’ai pu le repiquer 
aprés 15 jours et méme 3 semaines. 

Le bacillus tuberculiformis ne parait pas étre pathogéne 
une culture entiére de ce bacille a été injectée dans le péritoine 
dun lapin : le lapin n’a présenté aucun signe de maladie. 

1/10 de c. c. de dépot d’une culture en bouillon a été injecté 
dans le péritoine d’une souris sans aucun résultat. Cette der- 
nitre expérience a été répétée avec chacun des 5 échantillons 
que j’ai eu entre les mains, toujours avec le méme résultat 
négatif. 

Le b. tuberculiformis intestinalis est intéressant & plus d’un 
point de vue. Tout d’abord nous l’avons rencontré 5 fois sur 
5 examens de selles : C’est done une forme trés fréquente, sinon 
constante. Mais s’agit-il bien la d’une espece nouvelle? L’analogie 
d’aspect des colonies en agar profond de cette espece et du 
hifidus est telle, qu’il est absolument impossible de les distin- 
guer, et ce nest que grace a un nasard que jai pu isoler ce 
bacille : Je conservais une culture de bifdus de mon cas I, que 
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je repiquais tous les 8 jours. J’étais persuadé de la pureté 
absolue de cette culture, attendu que les repiquages étaient 
faits chaque fois avec une colonie unique préalablement vérifiée. 
Au bout de 3 mois de repiquages successifs, je songe a réense- 
mencer mon bifide et quand je veux le repiquer il ne pousse 
plus : alors je fais un nouvel essai de repiquage en prenant a la 
fois une grande quantité de colonies pour avoir plus de chances 
de trouver encore quelques microbes vivants. Or, dans le tube 
d’agar ainsi ensemencé, il ne pousse que deux colonies et ces 
colonies étaient constituées par le tuberculiformis. J’ai conservé 
cette espece. Quelque temps apres, il m‘arriva exactement la 
méme chose avec le bifidus de mon eas II. 

Dans mon cas III, le T. a été isolé d’une dilution de selles 
que j 'avais conservée pendant un mois, puis chauffée a 80° pen- 
dant 5 minutes. 

On peut donner a ces fails deux interprétations : 

a) Ou bien les cultures que je possédais n’étaient pas des 
cultures pures de bifidus, et dans ce cas on doit admettre quil 
existait une symbiose trés intime, des colonies mixtes, puisque 
mes cultures avaient été obtenues toujours par repiquage d’une 
colonie unique. Le tuberculiformis ayant une viabilité plus longue 
que le bifdus a seul persisté quand j’ai tardé a faire le repiquage ; 

b) Ou bien le tuberculiformis n’est qu’une transformation du 
bifidus. 

Cette deuxiéme interprétation me parait cependant trés 
difficile & admettre, attendu que les deux bacilles présentent des 
différences trés marquées : 

1° Leur forme, les caractéres de leurs ramifications sont tres 
différentes (voir plus haut) ; 

2° L’un est anaérobie absolu, strict, ’autre anaérobie relatif; 

3° La trés caractéristique culture en agar aérobie qui est 
spéciale au tuberculiformis ; 

4° La vitalité plus longue du tuberculiformis. 

J'ai fait de nombreux essais pour transformer le tuberculi- 
formis en bifidus, mais j’ai toujours échoué. 

Une autre raison m’empéche de considérer le tuberculiformis 
comme une forme de vieillissement du bifidus- c’est que dans 
mes cas IV et V j’ai pu isoler le premier directement des selles. 
J’ajoute que, chez une femme adulte, je lai retrouvé avec seg 


SS) See tiy E NRW. oh em Metageedeen JE 1 NONSE: Oet eens Ree ee va Lae da H 
; : 3 a = St ear ie ey 
. " ; T : . 2 = "3 é 
‘ ; 4 


i a 


FLORE NORMALE DES SELLES DU NOURRISSON 349 


caractéres typiques dans la matiére caséeuse d’une amygdalite 
lacunaire. 

Je pense cependant que ce point mérite de nouvelles recher- 
ches et cela d’autant plus que Passini (loc. cit.) soutient que le 
bifidus est un anaérobie relatif. — A-t-il eu entre les mains des 
cultures mixtes de bifidus et de ¢uberculiformis, ou bien est-ce 
que le bifidus peut dans certaines conditions se transformer et 
s adapter & des milieux non rigoureusement privés dair? 
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4. Coccobacilius minutissimus gazogenes. — 2. Bacille acidophile (variété 
courte). — 3. Pseudo-entérocoque anaérobie. — 4. B. pseudo-diphtericus 
gazogenes — 5. B, nedubulosus gazogenes. — 6. B. nebulosus gasogenes yar sete 
longue). — 7. B. intestinalis tuberculijormis. — 8. Quelques formes anormales 


de B. intestinalis tuberculiformis. 


. ‘ s)), © 
Avant de terminer, je veux signaler une espece que } at eu 
entre les mains, mais que je n’ai pu étudier coinplétement, les 
cultures étant mortes au bout de quelques jours. 
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Il s’agit d’un Pseudo-entérocoque, isolé des selles d’un enfant 
alimenté au babeurre, aprés chauffage d’une dilution de selles a 
80° pendant 8 minutes. Il se présente sous la forme d’un diplo- 
coque non capsulé, a grains allongés en flamme de bougie : 
Yallongement des grains est méme plus accentué que dans 
Ventérocoque. On trouve aussi quelques cocci isolés. | 

Ce diplocoque se colore par le gram d’une fagon intense. Les 
tubes aérobies ensemencés sont restés stériles. 

En agar profond sucré, les colonies se voient déja au bout de 
24 heures. En 48 heures, elles sont complétement développées, 
opaques, lenticulaires, sans halo denviron 1/2 millimétre 
de diamétre. 

La zone de laérobiose est respectée. 

En gélatine profonde sucrée, il pousse lentement, donnant au 
bout de 8 jours des colonies sphériques pouvant atteindre jus- 
qua 1/2 millimétre. La gélatine n'est pas liquétiée. 

A mon grand regret, je n’ai pu pousser plus loin l'étude 
de cette forme. Sa vitalité étant trés restreinte, mes repiquages 
sont restés stériles. 

En terminant lexposé de ces notes, je dois encore une fois 
faire remarquer que la présence, dans l’intestin du nourrisson 
normal, des espéces décrites par moi, ne contredit en rien Ja 
fagon de voir de Tissier : le bifidus reste ’espéce de beaucoup 
prédominante dans les selles du nourrisson normal au sein : & 
Vexamen des frottis de selles, om ne voit pas autre chose. Les 
espéces que j'ai isolées en cultures sont inconstantes et, quand 
elles existent, trés peu abondantes. 

Seul le B. intestinalis tuberculiformis est peut-étre plus impor- 
tant, car dans un cas ov j’ai fait un essai de numération (enfant 
au sein rigoureusement normal), je lai rencontré dans les fortes 
dilutions; d’autre part, j’ai pu Visoler dans mes cing observations. 

Je résume sous forme de tableau les caractéres principaux 
des espéces nouvelles décrites dans ce travail. 


(Fév. 1906.) 


Actions des substances hémolytiques sur les 
Protozoaires, les Spirochétes at les Vibrions. 


Par C. LEVADITI er A. ROSEMBAUM 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff.) 


Dans un travail récent, Neufeld et Prowazek* ont soutenu 
lexistence d’une relation étroite entre les protozoaires et les 
spirochétes, se basant sur la sensibilitéde ces microorganismes 
vis-a-vis de certains glucosides (en particulier la saponine) et 
du taurocholate de soude. Ils ont constaté que. tandis que les 
bactéries, exception faite du pneumocoque, vivent et pullulent 
dans des solutions concentrées de ces substances, par contre, 
les spirochétes, pareils en cela aux trypanosomes, succombent 
rapidement sous l’influence de solutions méme trés étendues. 
L’emploi de ces agents hémolysants permet donc de démontrer 
qu’au point de vue de la sensibilité du protoplasma & l’égard 
de ces principes toxiques, il y aplus d’analogie entre les spiro- 
chétes et les protozoaires flagelles, qu’entre ces spirochétes et 
les bactéries. 

L’importance du probléme que les savants allemands se 
sont proposé de résoudre est hors de conteste. On a toujours 
discuté si les spirochetes sont des protozoaires ou des bactéries, 
et malgré les nombreuses recherches morphologiques faites 
dans cette voie, on est loin d’étre d’accord sur ce sujet. Nous en 
avons la preuve dans la découverte des cils du Sp. gallinarum 
(Borrel) qui devait mettre hors de doute la nature microbienne 
des spirochétes et qui cependant est loin d’avoir entrainé 
la conviction. Malgré la netteté de ces cils, semblables & ceux 
des bactéries, certains protozoologistes allemands, entre autres 
Prowazek, Hartmann et Keisselitz*. ne les interprétent pas 
dans le méme sens que Borrel et Zettnow et ne considérent 
guére leur existence comme une preuve irréfutable en faveur 
de la nature bactériacée des spirochétes. 


4. Nevurenrp et Prowazex, Arb. aus. dem. kas. Gesundhettsamte, 1907, 
vol. XXV, fasc. 2. 


2, Keissevirz, Arch. fiir Protistenkunde, 1907, vol. X, p. 477. 
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Peu aprés la publication du travail de Prowazek et Neufeld, 
nous avons entrepris une série d’expériences afin de préciser 
les relations entre les spirochetes, les protozoaires et les hactéries, 
en recherchant comment ces microorganismes se comportent vis-a-vis 
de tout un groupe de substances douées de propriétés hémolysantes. 
Les faits que nous avons observés font le sujet de ce mémoire 
dont les principales conclusions ont été déja résumées anté- 
rieurement?. 


ACTION DES GLUCOSIDES 


Le mécanisme suivant lequel les glucosides agissent sur les 
hématies pour engendrer lhémolyse, a été précisé par les 
recherches de Ransom? concernant la saponine. Cet auteur a 
montré que si la saponine engendre la dissolution des globules 
rouges, cest qu’elle se fixe sur le stroma globulaire grace a 
son affinité pour la cholestérine, qui entre dans la constitution 
de ce stroma. Le pouvoir antihémolytique du sérum normal 
est également du a sa teneur en cholestérine, car l’extrait éthéré 
de ce sérum entrave ’hémolyse, cependant qu’une suspension 
de cette cholestérine jouit des mémes propriétés. Ces recherches 
ont ainsi prouvé, ce qui, d’ailleurs, avait été déja soutenu par 
Owerton *, que les glucosides engendrent ’hémolyse en s’atta- 
quant aux lipoides qui constituent la membrane des hématies 
et ont apporté une preuve indirecte en faveur de l’existence 
de ces lipoides dans l’enveloppe cellulaire. 

Etant donné I’état imparfait de nos connaissances sur la 
constitution de l’enveloppe membraneuse des protozoaires, il 
était intéressant de rechercher si les glucosides agissent sur 
ces derniers de la méme maniére que sur les hématies et si les 
lipoides jouent quelque réle dans l’action zootoxique * de ces 


4. Levapitr et Rosenpaum, Bull. de la Société de Pathologie exotique, 1908, 
vol. Tj ne 2. 

2. Ransom, Deutsche med. Woch., 1901, n° 13, p. 1904, 

3. Owerton, cité d’aprés Héser, Physic. chem. der Zelle und, der Gewete, 
Leipzig, Engelmann, 1906, 

4, Nous appelons « action zootoxique’» Vinfluence toxique exercée par cer= 
tains agents hémolysants sur les protozoaires (paramécies ou trypanosomes). 
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glucosides. En poursuivant des recherches dans cette voie, et 
en choisissant les paramécies (Par. aurelia) comme sujet 
d’expérience ‘, nous avons constaté ce qui suit : 

La saponine, en solution dans de l'eau physiologique, 
immobilise et tue les paramécies & la dose de 1/10,000, cela 
presque instantanément. Or, il suffit d’ajouter a plusieurs 
doses toxiques de saponine (1c. c. sol. 1 : 10,000) 0,75 c¢. 
c. de sérum normal de lapin, porté préalablement pendant 
1/4 d’heure a la temp. de 60°, pour empécher complétement 
VYimmobilisation des paramécies. Le sérum normal, a la condi- 
tion qwil ait perdu par le chauffage sa toxicité propre, neutralise 
le pouvoir zootoxique de la saponine, de méme quwil entrave la fonc- 
tion hémolytique de ce glucoside. Or, on peut démontrer que les 
lipoides interviennent dans le mécanisme de l’action zootoxi- 
que de la saponine, en procédant de deux facons : 

a) En recherchant le pouvoir empéchant de Vextrait éthéré de 
sérum neuf. Tout comme dans l’expérience de Ransom, nous 
avons, en effet, remarqué que le sérum ie lapin, épuisé par 
Véther, permet d’obtenir un extrait qui, mélangé a plusieurs 
doses toxiques de saponine, empéche limmobilisation des 
parameécies, 

b) En examinant les proprittés de Vextrait éthéré de paramécies. 
Si lon traite par de I’éther une certaine quantité de paramé- 
cies isolés par centrifugation, on obtient un extrait qui, mis en 
contact avec 0,5 d'une solution de saponine a | : 10,000, neu- 
tralise le pouvoir zootoxique de ce glucoside (act, sur les para- 
mécies). : 

Ces données montrent que la saponing agit suivant le méme méca- 
nisme sur les hématies et sur les protozoaires. Tout comme les glo- 
bules rouges, ces derniers ont une enveloppe ectoplasmique 
contenant des lipoides, lesquels sont capables de fixer le glu- 
coside et permettent ainsi au poison d’exercer ses propriétés 
toxiques. L’analogie entre les protozoaires et les cellules ani- 
males, au point de vue de la constitution de leur membrane 
et de leur sensibilité vis-a-vis des glucosides, est donc des plus 
frappantes. Or, comme les recherches de Prowazek et Neufeld 


4, Nous remercions M. Mesnil pour l’obligeance avec laquelle ila mis a notre 
-disposition les cultures de paramécies. 
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ont démontré que certains spirochétes se comportent vis-a-vis des 
elucosides de la méme facon que les hématies, il y a tout lieu 
de croire que ces spirilles offrent les mémes caractéres que les 
protozoaires, c’est-a-dire quils renferment des lipoides dans 
leur ectoplasma. Nous aurons l’occasion de revenir plus loin 
sur cette facon de voir conforme & celle énoncée par Neufeld 
et Prowazek. 


II 


ACTION DU VENIN DE COBRA ET DE LA COBRA-LECITHIDE 


Nous avons recherché quelle est l’action exercée par le venin 
du cobra‘ sur les protozoaires (paramécies et trypanosomes), 
les spirochétes et les bactéries et nous avons comparé cette action 
4 celle du méme venin sur les hématies. Déja en 1905, Noc?® et 
Goebel* ont constaté que le venin de cobra exerce une 
influence toxique manifeste sur les trypanosomes. Suivant 
Noc, ces flagellés se dissolvent complétement dans une solu- 
tion de venin a 1 0/0. D’aprés Goebel, les trypanosomes du 
Nagana, puisés dans le sang des cobayes infecté et isolés des 
globules rouges, sont dissouts par une solution de venin & 
1/1000 (0,4 c. c. pour(, 1 de sang tryp.). La destruction des 
parasites s’opére rapidemient a 37° et n'a nullement lieu si on a 
soin de placer les tubes a 0°. Ces données ont ainsi montré 
que les protozoaires se comportent a l’égard du venin de cobra 
tout comme les globules rouges et ont confirmé |’existence 
dune étroite relation entre ces protozoaires et les cellules ani- 
males, relation que laissaient entrevoir, d’ailleurs, les recher- 
ches de Goebel * concernant l’action des solutions salines sur 
les trypanosomes. 

Nous avonsconfirmé cesrecherches, ence sens que nous avons 
vérifié action toxique exercée par le venin de cobra sur les 
trypanosomes du Surra. Mis en présence de (),25 d’une solution 
i 1/10,000 de ce venin, ces trypanosomes (sang de souris 
infectée) s’immobilisent au bout de 10 & 20 minutes, devien 


nent transparents, laissent voir leurs noyaux et finissent par 
1, Le venin de cobra nous a été procuré par M. le Prof. Calmette, que nous 
prions de recevoir tous nos remerciements. 


2, Noc, cité par Catmerre, Les venins et les animaux venimeux, Paris, Mas- 
son, p. 217. , 


3. GoEBEL, Ann. Soc. méd. de Gand., 1905, fase. 3. 
4. GouBEL, Ann. Soc. méd. de Gand, 1906, vol. LXXXVI, p. 41. 
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se détruire plus ou moins complétement. Cette destruction des 
trypanosomes ne marche pas de pair avec lhémolyse des 
hématies de souris; ces hématies semblent, en effet, étre moins 
sensibles & V’action du venin que les flagellés. 

Les trypanosomes ne sont pas les seuls & étre sensibles & 
Paction toxique du venin. En effet, si on met en contact 1c. c. 
d’une culture riche en paramécies, avec une solution de venin & 
1/10,000 (0,5. c.; concentration totale du venin = 1/40,000.), 
on constate que ces organismes s immobilisent pour ainsi dire 
immédiatement, se déforment, laissent exsuder des bulles era- 
nuleuses et finissent par se transformer en un détritus qui 
tombe au fond du tube. 

Comment se comportent les spirochétes & Vé 
venin de cobra? 

Nous avons expérimenté avec les spirochétes de la Tick-fever 
(sang de rat) et le Sp. gallinarum, etnous avons trouvé que ses 
parasites sont assez sensibles a l’action toxique de ce venin. Le 
sp. de la poule est plus facilement immobilisé par le venin de 
cobra que le sp. de la fiévre récurrente ; dans nos expériences, 
le Sp. gallinarum a été tué par une solution de venina 1 : 10,000, 
cependant que le Sp. Duttont ne s’est immobilisé que lentement 
en présence d’une solutiona 41: 1,000. Nous avons trouvé éga- 
Iement que ’hémolyse produite par le venin, mis en présence 
de sang contenant des spirilles, ne joue aucua role dans la des- 
truction des parasites en spirale; en effet, des spirilles de la 
poule, isolés par centrifugation et débarrassés aussi bien que 
possible d’hématies, continuent a étre sensibles & l'action toxique 
du venin de cobra. 

Ces recherches montrent done que non seulement les hématies et 
les trypanosomes, mais aussi les paramécies ei les Sp. Duttoni et 
gallinarum sont tués par le venin de cobra. Comment se compor- 
tent, & ce point de vue, les bactéries? 

Les propriétés bactéricides du veninde cobra ont été é.udiés 
par Calmette' et par son éléve Noc? qui ont constaté une action 
bactéricide manifeste avec la bact. charbonneuse, le vibrion cho- 
lérique, le staphylocoque doré, etc., et une action bactériolytique 
moins nette avec le colibacille et le bac. d Eberth. Nous avons 


ecard du 


oO 


4, Déja cité, 
2, Noc, Ces Annales, avril 1905. 
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nous-méme repris ces recherches en expérimentant avec le 
Vibrio Cassino et nous avons constaté qu’en effet ce vibrion se 
laisse facilement détruire par 0,5 et 1,0 d’une solution a 1 0/0 
de venin. La méthode des plaques nous a montré, d’ailleurs, que 
cette action bactéricide de venin est presque immédiate ; en effet, 
tandis que dans le tube témoin (renfermant du bouillon) nous 
avons eu a compter, lors du premier ensemencement, 960 co- 
lonies, par contre dans celui qui contenait 0,5 de venin, la stéri- 
lisation a été complete et définitive. 

Le fait que le venin de cobra agit & la fois sur le groupe 
hématies-protozoaires-spirochétes et sur les vibrions cholé- 
riques semble, au premier abord, venir 4 l’encontre de l’opinion 
qui, se basant sur la sensibilité vis-a-vis des poisons hémo- 
lysants, établit une séparation entre ces vibrions et les spiro- 
chétes, en rapprochant ces derniers des protozoaires. Cependant, 
Vanalyse détaillée des diverses propriétés toxiques du venin 
montre quil n’en est rien et que la substance bactériolytique de 
ce venin doit étre nettement séparée du principe hémolysant et zoo- 
toxique. 

A ce propos, nous avons établi, tout d’abord, que les pro- 
priétés hémolytiques, zootoxiques et spirillolytiques du venin sont 
liges 4 une seule et méme substance, dont les principaux carac- 
téres sont la thermostabilité et Vaffinité pour la lécithine. On sait, 
daprés des constatations antérieures faites en particulier par 
Morgenroth, que ’hémolysine du venin, contrairement a la pro- 
téolysine et &laneurotoxine résiste & un chauflage & 100 degrés, 
prolonsé pendant 2 minutes. Or, nous avons trouvé que le 
venin, porté & cette température pendant 5 et 15 minutes, con- 
tinue a étre toxique, non seulement pour les hématies, mais 
aussi pour les paramécies, les trypanosomes et les spirochétes. 
Les propriétés zootoxiques et spirillicides du venin de cobra sont donc, 
tout comme les qualités hémolysantes, thermostabiles. 

De plus, nous avons établi que les propriétés zoolytiques et 
spirillolytiques de ce venin sont, comme les qualités hémoly- 
tiques, liées & la présence d’une substance ayant une affinité 
particuliére pour la lécithine. 


Nous minsisterons pas ici sur le role d@la lécithine dans le mécanisme 
d’action de la cobra-hémolysine. On sait que, peu aprés la découverte de la 
réactivation du venin de cobra par le sérum frais ou chauffé a 62 degrés, due 
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a Flexner et Noguchi! et 4 Calmette 2, Preston Kyes ? a démontré que cette 
réaction était attribuable 4 la présence de lipoides, en particulier de Ja 
lécithine dans ce sérum. La lécithine offre une affinité particuliére pour la 
cobra-hémolysine, se combine avee elle (Kyes) pour former un composé 
stable doué de propriétés hémolysantes. Grace a une technique parliculiére, 
Kyes aréussi a préparer dans le laboratoire d’Ehrlich une lécithide en partant 
de 'hémolysine du venin de cobra et d’une solution de lécithine dans du 
chloroforme. Les propriétés de cette lécithide different sensiblement de 
celles du venin et de la lécithine, surtout pour ce qui concerne la solubilité, 
la thermostabilité et ’action neutralisante de l’anti-venin. 


Nous avons recherché siles propriétés zootoxiques et spiril- 
lolytiques du venin sont liées & une substance offrant la méme 
affinité pour la lécithine que la cobra-hémolysine, en expéri- 
mentant avec une cobra-lécithide mise obligeamment a notre 
disposition par M. le prof. Ehrlich. Nos recherches nous ont 
montré que la lécithide est non seulement fortement hémolysante ‘ 
mais que, de plus, elle immobilise et détruit rapidement les paramécies 
et les spirochetes de la poule. Ainsi, 0,1 dune solution & 1/1000 a 
immobilisé un c. c. dune culture de, paramécies, et 0,1 d’une 
solut. a 1 0/0 a exercé une action toxique manifeste sur 
les spirochétes contenus dans 3 gouttes de sang de Padda 
infecté. I] en résulte que les protozoaires et les hématies 
sont plus sensibles a l’action toxique de la lécithide que les 
spirochétes. 

Ces deux caracteres, lathermostabilité etl affinité, pour la lécithine, 
permettent donc d identifier le principe zootoxique et spirillolytique du 
venin avec la cobra-hémolysine. 

Quels sont les arguments qui nous autorisent 4 établir une 
distinction marquée entre la bactériolysine du venin et lasubstance 
toxique pour les hématies, les protozoaires et les spirochetes? Ils 
sont de méme ordre que les précédents, a savoir la sensibilité 
a la chaleur et l’affinité pour la lécithine. En effet, Noc et Cal- 
mette ont remarqué que cette bactériolysine, contrairement a 
Vhémolysine, se détruit par un chauffage & 80 degrés et nous 
avons pu conformer ce fait. Dans nos expériences la dose bac- 
tériolytique® du venin de cobra non chauffé, pour le Vibrio Cas- 


41. Fuexner et Noeucui, Journ. of. exp. med. 1902, vol. VI, ne 3. 

9. Catmerre, C. R. del’Ac. des sciences, 1902, vol. XXXIV, ne 24. 

3. Kyrs, Berl. klin. Woch. 1902, n> 38, 39; 1903, nes 42, 43. Kyes et Sacus, 
Berl. klin. Woch., 1903, nes 3 et 4. 

4, 0,4 d'une solut. 2 1/1000 dissout complétement 2 gouttes de sang de rat. 

5. Une anse de culture en gélose, diluée dans 20 c. c. de bouillon. Ensemen- 
cement de 5 gouttes dans 2 ¢. c. de liquide (bouillon-venin). 
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sino a été de 0,1 d’une solution & 1/1000 (1,020 colonies immé- 
diatement aprés l’ensemencement, zéro colonies 6 heures apres). 
Le ‘chauffage & 60° pendant un quart d’heure n’a nullement 
influencé l’action bactéricide du venin, cependant que ce venin, 
porté pendant, le méme temps a 80 degrés, a complétement 
perdu son pouvoir vibriolytique. L’hémolysine et par conséquent la 
zootoxine et la spirillolysine sont thermolabiles, cependant que la 
bactériolysine du venin est- relativement thermostabile. 

De plus, tandis que V’hémolysine forme avec la lécithine une léci- 
thide active, par contre la bactériolysine offre une affinité de beaucoup 
moins marquée pour les lipoides. Nous en avons la preuve dans le 
fait que la cobra-lécithide, tout en étant fortement hémolysante, 
zootoxique et spirillolytique, ne jouit que d’un pouvoir vibrio- 
lytique faible, presque nul. 

Exemple : 


4 
Lécithi —_ 
ci ne (1) 


Bouillon. | Vibrions. Immédiatement. Apres six heures. 
Cy 


0,4 1,9 5 gouttes. 1.403 col. Innombrables; 
0,5 1,5 » 180 col. » 
1,0 1,0 » 360 col. » 


2,0 y 960 col. 


Ces recherches montrent que, si l’on considére le venin entier, 
il est impossible de faire une distinction entre les hématies, les 
protozoaires et les spirochétes d’une part, les bactéries de 
Vautre. Il suffit cependant de séparer l’hémolysine de la bacté- 
riolysine en s’adressant 4 l’action de la chaleur ou d l’affinité 
pour les lipoides, pour constater que ces deux groupes de para- 
sites et cellules se comportent différemment & V’égard de la 
cobra-hémolisyne. En effet, tandis que les globules sanguins, 
les protozoaires et les spirilles sont détruits par l’hémolysine 


PROTOZOAIRES, SPIROCHETES ET VIBRIONS 304 


thermostabiles du venin et par la cobra-lécithide, par contre, les 
vibrions cholériques, bactéries les plus rapprochées des spi- 
rochétes, se montrent insensibles vis-’-vis de ces poisons. Force 
nousest donc d'admettre Vexistence dune affinité marquee, au point de 
vue biologique, entre les spirochétes pathogenes, les cellules animales 
et les protozoatres. 

Quelle peut étre la raison de cette différence dans la facon 
de réagir des cellules, des protozoaires et des spirochétes d’une 
part, des bactéries d’autre part, vis-a-vis de la cobraly- 
sine? Nous savons que les poisons hémolysants déterminent 
la sortie de ’hémoglobine en agissant sur la membrane globu- 
laire, membrane dont la richesse en lipoides ne laisse aucun 
doute *. Il a été démontré, d’autre part, que la cobralysine 
sattaque aux hématies grace a l’affinité qu'elle posséde pour les 
lipoides* en général et pour la Iécithine en particulier. Il est 
done fort possible que, si les cellules*, les protozoaires et les 
spirilles sont sensibles a Végard de hémolisine du venin, cela 
tient précisément a ce qu'ils possédent une membrane contenant 
des lipoides en quantité suffisante pour réactiver vette hémoly- 
sine, ou bien des lipoides dans un état de combinaison facile a 
défaire. Si, d’autre part, les bactéries sont insensibles a légard 
de la cobralysine, cela pourrait étre du a une constitution par- 
ticuliére de leur enveloppe membraneuse, laquelle serait pauvre 
en lipoides, ou contiendrait des lécithines al’état de combinaison 
plus stable. Il s’agit la d’une hypothése dont la vérification expé- 
rimentale serait particulicrement importante. En effet, aux dif- 
férences morphologiques et biologiques déja connues entre le 
monde des protistes et celui des bactéries, viendraient s’ajouter 
des dissemblances dans la constitution chimique de leur 
membrane. 

L’emploidu venin peut, jusqu’a un certain point, résoudre 


1. Voir les constatations intéressantes recueillies par Pascucci au laboratoire 
de Hofmeister. 

2. La lécithine n’est pas seule aréactiver le venin. Suivant Noguchi (Journ. of 
exp. med., 1906, vol. VIII, 1901), Kyeset Sachs (Berl. klin. Worh., 1903, nes 3, 4) 
et Mayer (Biochem. Zeitschr. 1906, vol. I), la trioléine la képhaline et la jécorine 
possédent la méme propriété. 

3. Certaines espéces de globules rouges, p. ex. les hématies du rat et de la 
souris, 
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ce probléme, car la cobralysine, grace & son affinité pour les 
lipoides, est un excellent réactif pouvant indiquer la présence 
de la lécithine dans les produits organiques et aussi l'état dans 
lequel se trouve ce lipoide. Comme le fait remarquer H. Sachs *, 
Vemploi de la cobralysine peut nous renseigner sur l’existence 
de lécithine « disponible » entrant dans la constitution des tissus 
et des cellules. 

Nous avons entrepris une longue série d’expériences dans 
le but de rechercher sil était possible de révéler certaines 
différences entre les bactéries d’une part, les protozoaires, les 
hématies et les spirochétes de J’autre, en ce qui concerne leur 
richesse en lipoides capables de réactiver la cobralysine. Pour 
ce faire, nous avons traité ces éléments (aussi isolés que pos- 
sible) avec de l’éther et nous avons apprécié le pouvoir réacti- 
vant de Vextrait éthéré vis-a-vis du venin, en présence des 
globules rouges de rat et de mouton. A des quantités crois- 
santes de cet extrait éthéré et aprés évaporation, nous avons 
ajouté une dose de venin inactive par elle-méme, et nous avons 
apprécié Vintensité de ’hémolyse, ainsi que le temps nécessité 
par la dissolution compléte des hématies °*. 

Kn procédant de la sorte, nous avons constaté quwil est 
facile Vextraire non seulement des hématies, mais aussi des para- 
mécies el des spirochetes de la poule, des substances solubles dans V éther 
capables de réactiver le venin de cobra. Nous donnons comme 
exemple une expérience de réactivation avec l’extrait éthéré 
de spirilles de la poule. 

On recueille, par centrifugations répétées, les spirilles contenus dans le 
sang d’une poule sacrifiée en pleine infection. Le magma spirillaire ne ren- 
ferme que peu de globules rouges. On ajoute 20 c. c. d’éther, on agite et on 
laisse séjourner jusqu’au lendemain. L’éther est décanté et introduit dans 
des tubes 4 essais. Evaporation de ]’éther au bain-marie (55°), puis a l’étuve 
a 60°. Aprés Pachévement de l’évaporation, on ajoute de l’eau salée et 0,3 
d'une sol. de venin 41 : 100. Les tubes sont maintenus pendant 1/4 d’heure 


a 38°, aprés quoi on introduit deux gouttes de sang de mouton, préalable- 
ment lavé 3. 


1. H. Sacus, Jn Handb. der Techn. u. Meth der Immunitétslehre (Kraus et 
Levapirt), vol. I, p. 254. 

Pe D’habitude, nous introduisons des quantités variables de l’extrait éthéré 
dans des tubes a essai et nous évaporons !’éther dans un bain-marie 2 50°, puis 
a létuve (602). 

3. Une expérience de controle faite avec une quantité d’hématies égale & celle 
qui est mélangée au spirochéte nous a donné un résultat négatif. 
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Extrait éthéré. Venin. Eau salée. Aprés 3 h. & 380. 
—_—__——_———— 
2,0 0,3 ail Trace. 
4,0 0,3 A Complet. 
6,0 0,3 4,1 Complet. 
6,0 — 2,0 0 
ek i a ee ee or eee 
Ether pur. 
6,0 0,3 Alert 0 
= 0,3 1,7 0 
man 2.0 0 


D’ailleurs, pour ce qui concerne les paramécies (cultures 
centrifugées et lavées), il n’est nullement besoin de les épuiser 
par l’éther pour mettre en évidence la présence de lipoides 
capables de réactiver le venin. Le contact direct de la cobra- 
lysine avec ces protozoaires rend: cette lysine active pour les 
hématies de mouton. 

Il est done bien établi que les globules rouges, les pro- 
tozoaires et aussi les spirilles renferment des lipoides possédant 
des qualités réactivantes vis-a-vis du venin. Comment se 
comportent, & ce point de vue, les bactéries ? Nos expé- 
riences ont été concordantes pour prouver quaw point de vue 
de la présence des lipoides réactivants. aucune différence ne saurait 
exister entre ces bactéries et le groupe hématies-protozoaires-spiro- 
chéetes. En effet, ’emploi de l’éther nous a permis d’extraire non 
seulement du vibrion cholérique (V. Cassino), mais aussi de la 
bactéridie charbonneuse des lipoides en présence desquelles le 
venin devenait actif vis-’-vis de certaines espéces d’hématies. 

Que faut-il conclure de ces données? Comme le faisaient 
déja prévoir les recherches d’Owerton, il n’y a pas lieu de faire 
une distinction marquée entre les cellules animales et les cel- 
lules végétales au point de vue de la présence de lipoides dans 
la membrane cellulaire. I] est méme trés probable que tout 
élément cellulaire contient des lipoides en quantité plus 


COMER EN ip Re a ERS Pie Oe. RR Sa Oa 4 CEN ie Rc a Soon e wee eae i rire 
Seen TRY enn Eee gay ROE Der cog ee ee ee ee 
- P “% y , _re 
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ou moins considérable, et dans un état plus ou moins stable. 
La séparation que nous, venons d’établir entre les hématies, 
les protozoaires et les spirochétes d’une part, les bactéries 
d’autre part, au point de vue de leur sensibilité a l’égard de la 
cobralysine, ne saurait done tenir & Vabsence de lipoides 
réactivants chez ces derniers. Elle ne peut s expliquer que de 
deux fagons : soit que ces deux ordres d’éléments possédent un 
protoplasma inégalement sensible vis-a-vis de ce poison ther- 
mostabile du venin de cobra, soit que les lipoides se trouvent 
chez les cellules animales et le protozoaire dans un état moins 
stable que chez les bactéries. Suivant cette derniére hypothése, 
les éléments cellulaires, les protozoaires et les spirilles contien- 
draient des lipoides & état de combinaison instable, lipoides 
quils cédent facilement dés quils se trouvent en présence du 
venin. Quoi qu'il en soit, un fait reste bien établi : c’est la dis- 
semblance entre les spirochétes et les vibrions au point de vue de leur 
sensibilité a Végard de la cobralysine. 


It 


ACTION DES EXTRAITS D ORGANES AUTOLYSES 


Certains éxtraits d’organes obtenus en faisant macérer les. 
tissus dans de l’eau salée, 438°, sont doués de propriétés hémo- 
lytiques manifestes. Le fait a été établi par Tarasséwitch ‘, 
qui, en opérant avec des ganglions lymphatiques, a obtenu des 
extraits hémolysants qu’il croyait identiques avec le complé- 
ment hémolytique du sérum (macrocytase). Cependant, les 
recherches de Korschun et Morgenroth * ont démontré que ces 
extraits ont des qualités hémolysantes différentes de celles du 
complément hémolytique en ce sens que l’hémolysine des 
organes est, contrairement a celle du sérum, thermostabile et 
soluble dans Valcool. Ces constatations, confirmées par Donath et 
(Landsteiner *, ont été complétées par les recherches de Leva- 
diti *. Cet auteur 2 démontré que ’hémolysine thermostabile 
coctostabile) des macérations des glandes lymphatiques de 


4. Tarasspwitcu, Ann. Inst. Pasteur, 1902, ne 2. 

2. Korscuun et Morcenrora, Berl. klin. Woch., 1902, n° 37. 

3. Donara et Lanpsteiner, Wien, klin. Rundschau, 1902, ne 40. 
4. Levapitt, ces Annales, 1903, vol. XVII, Daou 


id 
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cobaye résulte de l’autolyse aseptique des tissus et doit étre 
identifiée avec les acides gras, les acides amidés et les savons 
qui se forment au cours de cette autolyse. 

Nous avons repris l'étude de ces extraits d’organes au point 
de vue de leur action non seulement sur les hématies, mais 
aussi sur les protozoaires, les spirilles et les bactéries et nous 
sommes arrivés a des conclusions qui confirment les données 
que nous venons d’énoncer. Nous nous sommes servis pour 
cela d’extraits de pancréas et de ganglions lymphatiques ' de cobaye, 
préparés de la fagon suivante: les pancréas de trois cobayes 
saignés a blane sont triturés finement dans un mortier et sus- 
pendus dans 20 & 30 c. c. d’eau salée isotonique. On soumet le 
mélange pendant 5 heures & 38° et on le conserve jusqu’au 
lendemain a la glaciére. L’extrait est débarrassé de cellules par 
centrifugations répétées. 

Nos recherches nous ont montré que extrait de pancréas de 
cobaye, préalablement autolysé, est a la fois hémolytique, zootoxique 
et spirillolytique, cependant qwil ne jouit @aucun pouvoir bacté- 
ricide. Ainsi, 0,1 c. c. de cet extrait suffit pour dissoudre com- 
plétement (une heure & 38°) 1 c. c. d'une suspension d’hématies 
de cobaye dans de l’eau salée (1 c. c. sang pour 20 c. c. eau). 
Dilué de moitié avec de la macération de choux, milieu que 
nous avons employé pour la culture des paramécies, cet extrait 
immobilise au bout de 20 minutes ces protozoaires. Sa dose 
toxique pour les spirochetes du rat (réc. américaine) est d’en- 
viron 0,5 pour 4 gouttes de sang spirillé. De plus, nous avons 
constaté que Vexrtrait de ganglions lymphatiques jouit des mémes 
propriétés que Pextrait de pancréas, tandis que extrait de foie est 
complétement inactif. Cependant, le pouvoir hémolytique, 
zootoxique et spirillicide de cet extrait de glandes lymphatiques 
est sensiblement inférieur & celui de l’extrait pancréatique. 
Quant aux qualités bactéricides, appréciées vis-a-vis du Vibrio 
Cassino, elles sontnulles, comme le prouve l’expérience suivante: 


1, Ganglions mésentériques. 


Type hs ag Yn WL ara JN Sat ig A ae SB hn ce lt Fe in (asad 
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EXTRAIT DE PANCREAS DE COBAYE aa VIBRIO CASSINO 


Extrait. Bouillon. Immédiatement. Apres 5 heures. 
0,1 isd) \ co 
0,5 1,5 | oo 
1.0 1,0 | Environ fe 
1,5 ),5 1,000 colonies. Ke 
== 2,0 o> 


Nous avons recherché quels sont les principes auxquels 
ces extraits d’organes doivent leurs propriétés hémolytiques, 
zootoxiques et spirillicides et nous avons recueilli les constata- 
tions suivantes : 

Le chauffage préalable a 100° de la macération de pancréas 
ou de glandes lymphatiques, pratiqué avant l’autolyse, entrave 
la formation des corps hémolysants, zootoxiques et spirilloly- 
tiques thermostabiles. Sous l’influence de la chaleur, le ou les 
ferments lypolytiques (lipase, steapsine) se détruisent et il ne 
s opére nulle transformation des graisses neutres et des lipoides 
de ordre de la lécithine, en acides gras et en savons solubles. 
Tout porte en effet a croire que les principes hémolysants des 
extraits d’organes ne sont autres que des acides gras et des savons 
provenant de l’autolyse de ces graisses et de ces lipoides. En 
effet, ces principes, comme l’ont vu Korschun et Morgenroth, 
sont solubles dans l’alcool et trés résistants & l’action de la 
chaleur. D’un autre cété, Noguchi‘ a montré toutrécemment que, 
si ’on ajoute & quelques gouttes de trioléine, de graisse animale 
ou de beurre une certaine quantité de lipase pancréatique, on 
provoque la formation de composés hémolytiques que l’on doit 
identifier avec les acides gras et les savons. Ces derniers sont 
@ailleurs fortement toxiques pour les hématies de quelques 
espéces animales. 

Nous avons nous-mémes examiné cette question, et 
nous avons trouvé que certains acides gras, en particulier 
acide oléique, agissent non seulement sur les globules rou- 
ges, mais aussi sur les paramécies, les trypanosomes du 


1. Nocucut, Biochem. Zeiisch. 1907, vol. VI, p. 185; Journ. of. Glad lg med. 
41907, vol. IX, p. 436. 
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Surra et les spirochétes de Marchoux et Salimbeni. 1 en est de méme 
des savons solubles, tel /'oléate de soude, qui possédent des qua 
lités hémolytiques, zootoxiques et spirillolytiques plus accusées 
méme que celles des acides gras correspondants'. | 

En outre, en nous servant de la méthode employée par 
Faust et Tallquist* pour lisolement de l’hémolysine de l’extrait 
de Bothriocephalus latus, nous avons pu retirer des macérations 
autolysées de pancréas et de glandes lymphatiques, des savons 
et des acides gras (mélange d’acide oléique et palmitique, avec 
prédominance du premier) qui se sont montrés actifs vis-a-vis 
des hématies, des trypanosomes et des spirochttes. Ces acides. 
et les savons correspondants ont été plus abondants dans 
lextrait de pancréas que dans la macération des glandes lym- 
phatiques de cobaye, ce qui concorde avec l’activité hémoly- 
sante et zootoxique de ces deux extraits. 

En résumé, sous l’influence des ferments lypolytiques contenus 
dans le pancréas et tres probablement aussi dans les glandes lympha- 
tiques, les graisses neutres et les lipoides en général (lécithine), con- 
tenus dans ces tissus, se dissocient pour mettre en liberté des acides gras, 
lesquels ne tardent pas a former des savons solubles. L’autolyse 
des graisses et des lipoides amene ainsi la formation des substances 
chimiquement bien définies, qui sont douges de propriétés a la fois 
hémolysantes, zootoxiques et spirillolytiques. 

Or, lorsqu’on examine les qualités bactéricides vis-a-vis du 
vibrion cholérique de ces extraits d’organes, ou des savons. 
alcalins (oléate de soude), on constate quil est nul ou peu s’en 
faut. Voici une expérience qui le démontre : 


OLEATE DE SoUDE, soLuTiIon A 4 0/0 + vipr. CassINo 


Oléate. Bouillon. | Immédiatement. Aprés 5 heures. 
1,0 4 1,0 co 
0,5 § 100 4,5 20 
: | Environ 
eae 2 1,000 colonies ie 
amann colonies. 
0,5 \ 4,000 4,5 \ , e oo 
— 2,0 | co 
jt 


4. Nous avons trouvé qu’au point de vue de l’action des acides gras et des. 
savons, les paramécies sont plus résistants que les trypanosomes. Cela pent 
probablement a la réaction légerement acide du milieu de culture de parameécies. 

2. Fausr wv Tautou, Arch, ftir exp. pathol., vol. UVIT, fasc. 6; 1907, p. 367. 

22 
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D’aprés les recherches toutes récentes de Landsteiner et 
H. Ehrlich ‘, acide oléique exerce une influence bactéricide mani- 
feste vis-a-vis de la bact. charbonneuse et le Vibr. Massauah. 
Cependant, comme nous venons de le voir dans nos expériences, 
Voléatede soude, employé a des doses stirement toxiques pour 
les hématies, les protozoaires et les spirilles, ne s’opose nulle- 
ment au développement du vibrion Cassino. 

Ces recherches montrent donc que, conformément a ce que 
Ton observe avec les glucosides, le taurocholate de soude 
(Neufeld et Prowazek) et le venin de cobra, les hématies, les 
protozoaires et les spirochetes se comportent différemment des 
vibrions cholériques, au point de vue de leur sensibilité & Pégard 
des extraits d’organes et des savons solubles. Mais il y a plus. 

On sait que les extraits de leucocytes polynucléaires renferment 
des principes jouissant de propriétés bactéricides manifestes 
vis-a-vis des vibrions, du b. typhique et d’autres bactéries. Or, 
en expérimentant avec ces extraits (leucocyte de lapin), nous avons 
constaté que, tout en étant bactériolytiques pour le V. Cassino et le 
b. d’ Eberth, ils sont complétement inacti/s a Végard des hématies, des 
protozoaires et des spirochetes. 


ExempLe. — Les leucocytes polynuceléaires de !’exsudat pleural, provoqué 
chez 3 lapins en injectant du Mellin’s food, sont isolés par centrifugation dans 
des tubes paraffinés et lavés une fois. On ies suspend dans 10 ¢. c. d’eau 
salée, on les congéle et décongéle a plusieurs reprises, on les laisse macérer 
5 heures 4 38° et on les conserve jusqu’au lendemain a la gfaciére. L’extrait 
clair obtenu par centrifugation est employé par des expériences de bactério- 
lyse, de zootoxie et de spirillolyse. 


4. Lanpsrerer et H. Euruica, Centrot ftir Bakt, 1907, vol. XLV, fasc. 3, p. 247. 
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POUVOIR BACTERICIDE DE L EXTRAIT DE LEUC. POLYNUCLEAIRES 


Extrait. Bouillon. | Immeédiatement. Aprés 5 heures. 


LS | ee | eres ans 


0,4 0,9 


\ 
H 


| Environ 


2,500 colonies 


a 
een) 
= 
rc) 
2 
624 
SS 
ro) 
is} 
[==] 


Environ 1,000 
Environ 
0 
2,000 colonies 
Environ 400 


Vibrio Cassino. 


co 


Leatrait wagit en aucune facon sur les trypanosomes (Surra), les spiro- 
chétes de la poule et les hématies de cobaye. 

Ces données montrent que, tandis que les extraits autolysés de 
globules blancs mononucléaires (ganglions lymphatiques) renferment 
des substances thermostabiles hémolytiques, 2ootoxiques et spirillolyti- 
ques, par contre les extraits de leucocytes polynucléaires, tout en étant 
bactériolysants', n'ont aucune action sur les cellules animales, les 
protozoaires et les spirochetes. On ne peut sempécher de faire un 
rapprochement entre ces constatations et le fait que, dans Vorganisme 
vivant, ce sont précisément surtout les polynucléaires qui englobent 
et détruisent les bactéries, cependant que la destruction phagocytaire 
des hématies, des protozoaires et aussi des spirochétes est exercée plus 
spécialement par les macrophages (Metchnikoff). Quoi qwil en soit, 


4. En traitant par la méthode de Faust et Tallquist des extraits de polynu- 
cléaires (extraction par l’alcool, saponification avec NaOH (sol. normale), acidifi- 
cation, extraction par I’éther), nous avons obtenu des extraits ane dissolvaient 
faiblement les hématies de cobaye. Il s’agit tres probablement d'une formation 
d’acides gras et de savons au dépens des lipoides analogues a la lécithine. L extrait 
alcoolique simple de leucocytes polynucléaires est inactif vis-i-vis des hématies, 
des protozoaires, des spirochétes et des bactéries, 
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nous devons conclure de toutes ces expériences que, au point de 
vue de la sensibilité a Végard des poisons hémolysants, les hématies, 
les protozoaires et les spirochétes constituent un groupe homogene se 
rapprochant, a cet égard, plus des -protozoaires que des bactériacées. 
Conformément & une conception avancée déja par Caullery et 
Mesnil! et par Dofflein®?, nous sommes enclins 4 envisager les 
spirochétes comme des organismes faisant transition entre le 
monde des protozoaires et celui des bactériacées. 


Janvier 1908. 


1. Cauttery et Mesnit, Revue générale des sciences, 1906 (vy. page 91). 
2. Dorriein, Rapport au Congres d’hygiéne de Berlin, sept. 1907. 


Etude expérimentale sur le sort de a toxine tétanigue 
dans le tube digestif 


Par M. H. VINCENT 
Médecin-major de 1re classe, professeur au Val-de-Grace. 


I 


On a signalé depuis longtemps que les animaux peuvent 
ingérer des doses énormes de toxine tétanique sans effets dan- 
gereux. D’autre part, le bacille de Nicolaier vit dans l’intestin 
des herbivores sans, cependant, donner lieu au tétanos. La 
présence, dans le tube digestif, et Vinnocuité habituelle des 
produits de sécrétion d’un grand nombre de bactéries, patho- 
génes ou non, ont suscité des interprétations trés différentes. 
La plupart des recherches opérées en vue d’éclaircir ce probleme 
ont été faites avec les venins. Cependant, Gibier, Charrin, 
Lefévre, Ransom, Nencki, Sieber et Schoumow-Siemanowski, 
Carriére, ont également étudié pourquoi diverses toxines 
microbiennes : pyocyanique, diphtérique, tétanique. sont inof- 
fensives par la voie digestive. 

Les hypothéses, souvent contradictoires, proposées pour 
expliquer l’immunité digestive, se raménent aux suivantes : 

1° La muqueuse intestinale retient ou détruit les toxines 
grace aux propriétés de son épithélium; le foie compléte son 
ceuvre (Gibier, Charrin) ; 

2° Les microbes contenus dans l’intestin participent a cette 
destruction (Lefévre) ; 

3° Les toxines sont & peine modifiées par leur passage a 
travers Vintestin. L’épithélium ne les détruit pas ; la toxine 
tétanique dialyse intégralement a travers les parois de l’intes- 
tin. Le mécanisme de sa destruction est donc incertain 
(Carriére) ; 

- 4° Pour Ransom, les toxines sont simplement expulsées avec 
les matiéres fécales sans étre absorbées ni modifiées pendant 
leur parcours dans l’intestin. 

Cependant, l’action antagoniste des sécrétions du tube diges- 
tifa paru vraisemblable a plusieurs auteurs. Charrin et Lefevre 
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ont yu que la pepsine additionnée de HCl a 3/1000 atténue 
beaucoup la toxicité du poison diphtérique. Enfin Nencki, 
Sieber et Schoumow ont fait des recherches desquelles il 
résulte que la bile, le suc pancréatique et surtout le mélange 
de ces deux derniéres sécrétions ont une action atténuante ou 
destructive sur la toxine tétanique. 

Dans les recherches qui vont suivre, je me suis proposé en 
premier lieu de vérifier in vivo ce que devient la toxine téta- 
nique dans chacun des trois segments principaux du tube 
digestif : estomac, intestin gréle, gros intestin; en second lieu, 
quelle est l’action qu’exercent im vitro, sur cette toxine, les 
divers sucs : gastrique intestinal, pancréatique et biliaire. 


ih 


A. Sort de la toxine tétanique dans lestomac. — On lie le pylore 
a plusieurs cobayes a jeun depuis dix-huit & vingt heures et on 
introduit dans leur estomac, par la voie buccale et a l'aide de 
la sonde, 2 & 3c. c. de toxine tétanique. Les animaux sont 
sacrifiés aprés 1 & 3 heures. 

Chaque fois, ’estomac a été trouvé contenant une plus ou 
moins grande quantité de bouillie alimentaire jaunatre, de 
réaction acide'. Le contenu stomacal était additionn® d’eau 
distillée, filtré sur bougie et injecté & doses massives a plu- 
sieurs cobayes et souris. 

Aucun des animaux ayant recu ce filtrat stomacal n’a pré- 
senté de symptémes de tétanos, bien que la quantité de toxine 
introduite dans l’estomac ait été de 1,000 & 1,500 doses mor- 
telles pour le cobaye. 

Pour éprouyer si, dans les expériences précédentes, la 
toxine n’aurait pas été retenue par la paroi stomacale et, en 
particulier, par la muqueuse, on a sacrifié animal une heure 
aprés l’ingestion de la toxine; on a détaché, vidé et haché l’es- 
tomac. Le tout a macéré pendant deux heures, & la glaciére, 
dans l’eau distillée. 

Or le filtrat sur porcelaine de cette macération n’a mani- 
festé aucun pouvoir tétanigéne. 


- La constatation d’aliments chez certains animaux & jeun n’est pas un fait 
exceptionnel. Le lapin tué méme aprés plusieurs jours d’abstinence a encore des 
aliments dans son estomac. On en trouve, méme si on le laisse mourir de faim 
(Cl. Bernard, Van Helmont), 
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En conséquence, et & moins qu’elle ne soit évacuée immédia- 
tement dans l’intestin par les contractions gastriques, la toxine 
introduite dans l’estomac est détruite sur place en moins d’une 
heure. 

B. Que devient la toxine tétanique dans Vintestin? — Dans ses 
expériences, Carriére lie une anse intestinale de 10 4 15 c. ¢., 
chez le lapin, et & travers la ligature supérieure il fait péné- 
trer du venin ou de la toxine tétanique. Les lapins ayant recu 
le venin meurent @ peu prés aussi vite que les témoins injectés 
sous la peau. I] en conclut qu’il n’y a pas eu destruction du 
venin, soit par l’épithélium intestinal. soit par les bactéries. 

Pour la toxine tétanique, il opére de méme entre deux liga- 
tures et, aprés 24 heures, il filtre le contenu sur papier et 
Pinjecte & un animal : celui-ci meurt presque aussi vite que les 
témoins. 

Dans d’autres essais, il détache entitrement, chez un lapin, 
un segment intestinal qu’il lave avec du sérum artificiel chlo- 
roformé et ti¢de; puis, aprés Vavoir lié, il y introduit soit du 
venin, soit de la toxine L’anse intestinale fermée est placée 
dans 10 c. c. d’eau stérilisée et chloroformée, a la température 
de 40°. Aprés 24 heures, il constate que le liquide dialysé est 
toxique. L’auteur admet, dés lors, que V’épithélium intestinal 
ne retient pas et ne détruit pas le venin ou la toxine. 

La technique employée dans ees expériences, ainsi que 
Vintervention des bactéries intestinales (inoculation du liquide 
filtré sur papier ou dialysé & travers Vintestin), est de nature @ 
modifier beaucoup leurs résultats. 

Jai injecté directement dans le duodénum de plusieurs 
cobayes anesthésiés a l’éther 2 & 5c. c. de toxine tétanique- 
Une ligature protectrice empéchait le reflux, dans l’estomac 
ou dans le péritoine, du liquide toxique. Aprés deux ou trois 
heures, on saerifie les animaux, on préléve leur intestin tout 
entier et l’on fait deux parts, l'une de son contenu, l’autre de 
sa paroi. On joint a la premiére les excréments solides, peu 
abondants, rendus depuis l’opération. 

L’intestin et son contenu sont finement hachés séparément 
et mis & macérer pendant deux heures, a la glacitre, dans 
20 cent. cubes d’eau distillée. On filtre ensuite sur bougie le 
liquide centrifugé eton injectele double filtrat, & dose massive, 
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dans le péritoine de plusieurs cobayes; deux souris regoivent 
également 1 c. c. du méme liquide. 

Aucun des animaux ayant recu ces filtrats n'a présenté de symp- 
témes tétaniques, bien que la quantité de toxine introduite dans 
Vintestin des cobayes vivants ait été de plus de 3,000 doses mor- 
telles. 

C. La toxine dans le gros intestin. — Gibier a signalé ce 
fait intéressant, que l’on peut introduire impunément dans le 
rectum des animaux des doses énormes de toxine tétanique. 
Selon cet auteur, la muqueuse rectale retient les toxines si elle 
ne les détruit pas. J’ai répété cette expérience chez le lapin et 
le cobaye, avec un résultat semblable. 

Que devient la toxine? Un fort cobaye étant fixé sur le dos 
et laparotomisé, on fait une ligature sur le gros intestin, 
20 cent. environ au-dessus de l’anus. A laide d’une sonde pla- 
cée dans le rectum, on injecte 3 a5 cent. cubes de toxine dans 
le segment inférieur du gros intestin, en liant solidement celui- 
ei prés de l’anus pour éviter le rejet du liquide par les voies 
naturelles. 

L’animal est ensuite suturé et maintenu dans un endroit tiéde 
pendant 2 ou 3 heures, au bout desquelles il est sacrifié. On 
enléve le segment du gros intestin dans lequel a été introduite 
la toxine, on met a part son contenu, on hache l'un et I’autre, 
on additionne d’eau distillée, on filtre et on injecte séparément 
les deux liquides 4 des cobayes neufs. Dans ces conditions, on 
constate qu’il est impossible de retrouver la moindre trace de 
la toxine, soit dans le contenu intestinal, soit dans sa paroi. 

De celte série d’expériences, il est done permis de conclure, 
dés a présent, que la toxine tétanique est susceptible de perdre 
son activité, aprés un séjour trés bref, dans l'une quelconque des 
régions dela portion sous-diaphragmatique du tube digestif. 


Il est légitime de se demander quelle est la nature de la 
transformation que subit cette toxine, et quel en est le méca- 
nisme. La toxine est-elle éliminée avec les feces, ainsi que l’a 
admis Ransom? II ne peut en étre ainsi, puisque, chez un ani- 
mal ayant recu dans le duodénum une forte quantité de toxine, 


celle-ci n’a pu étre retrouvée ni dans les excréments ni dans le 
contenu intestinal tout entier. 
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Peut-on admettre, avec Carriére, que Vintestin se laisse tra- 
verser en nature parla toxine? Dans cette hypothése, et si la 
toxine ou les venins dialysaient a travers la paroi intestinale, 
chez le vivant, la mort par tétanos ou envenimation devrait 
évidemment étre la régle, ce qui n’est pas. 

La muqueuse ou la paroi intestinales ont-elles retenu la 
toxine? Il n’en est rien. On a vu, en effet, que si on sacrifie 
un animal ayant recu, dans Je duodénum, plusieurs centimétres 
cubes de poison tétanique, et qu’on injecte & des cobayes ou 
des souris la macération faite & froid de Vintestin tout entier, 
cette injection ne se montre nullement télanigéne pour des ani- 
maux cependant trés réceptifs. 

Enfin, on peut étre conduit a attribuer la disparition de la 
toxine aux qualités spéciales de l’épithélium intestinal qui 
aurait la propriété de la détruire ou de la neutraliser. L’expéri- 
mentation ne m’a pas permis de vérifier l’exactitude de cette 
hypothése, 

Plusieurs cobayes ayant été sacrifiés en pleine santé, on 
enléve la totalité de Vintestin dont on fait deux parts : intestin 
gréle et gros intestin. L’un et l'autre sont rapidement ouverts, 
vidés et lavés a eau physiologique. On racle la muqueuse et 
on la broie dans un mortier avec du sable stérilisé. Le tout est 
mis & macérer avec de !’eau distillée, pendant quelques heures 
et a la glaciére. On filtre ensuite sur bougie les deux macéra- 
tions. Leur filtrat, additionné de toxine tétanique, est porté a 
Vétuve a 39°. 

Or les prélévements du mélange de toxine et d’extrait aqueux 
de l’épithélium de Vintestin gréle, aussi bien que du gros 
intestin, se sont toujours montrés tétanigénes, méme aprés 
24 heures de contact; tous les animaux a qui on les a injectés 
sont morts dans un bref délai. 

Il ne semble donc pas quel’épithélium intestinal ait la pro- 
priété, dans les conditions précitées, de neutraliser le poison 
tétanique. 

Le méme essai fait avec la paroi entiére de Vintestin 
(muqueuse et couche musculo-celluleuse) n’a pas davantage 
permis de vérifier ses propriétés antitoxiques. 

La toxine tétanique nest donc ni atténuée, mi détruite par 
l’une quelconque des couches constituant la paroi de l’intestin, 
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Lihypothése émise par Lefévre, & savoir celle de la des- 
truction des toxines par les bactéries de Vintestin, ne semble 
pas pouvoir étre admise. Fermi et Pernossi ont vu qu’un grand 
nombre de microbes sont sans action sur la toxine tétanique. 
D’aprés Carriére, les bactéries l’atténuent sans la détruire. Du 
reste, l’action de ces bactéries sur la toxine peut étre étudiée 
in vitro. On ensemence dans un tube de bouillon une parcelle 
du contenu intestinal de cobaye ou de lapin; on porte a l’étuve 
et, aprés 24 heures, on introduit dans cette culture impure ou 
les anaérobies ont également poussé dans la profondeur, 
50 & 100 doses mortelles (pour le cobaye) de toxine tétanique 
pour 10 c.c. de culture. Deux heures aprés, on filtre sur bougie : 
VYinjection du filtrat a toujours déterminé le tétanos chez le 
cobaye. Parfois, la toxine a été un peu affaiblie. 

Les microbes de V’intestin ne prennent done qu’une part 
incompléte dans la disparition de la toxine. 

Dés lors, une seule interprétation possible se présente : c’est 


que, pendant son parcours dans l’estomac et dans l’intestin, la 


toxine entre nécessairement en rapport avec les sécrétions des 
glandes digestives et que celles-ci exercent, & son égard, une 
action antitoxique. 

C’est le point qu’il reste maintenant & vérifier. 


Ii 


A. Action du suc gastrique sur la toxine tétanique. — Charrin 
et Lefevre ont pensé que la sécrétion gastrique est capable de 
modifier la toxicité des poisons microbiens. D’aprés Carriere, 
la pepsine dissoute dans une solution de HCl & 2 p. 1000 atténue 
considérablement la toxine, en 24 heures, & la température de 
40°, 

Enfin Nencki, Sieber et Schoumow-Siemanowski ont démon- 
tré que le suc gastrique posséde une propriété atténuante sem- 
blable. 

Dans mes expériences, jai utilisé du suc gastrique frais, de 
chien, que M. le Dt Frémont, de Vichy, abien voulu m’envoyer ; 
je le remercie trés vivement de son extréme obligeance. 
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Ce suc gastriques’est montré trés actif Al’égard de la toxine 
tétanique’. 

On a mis en présence, dans un série de tubes, 1 c. c. desuc 
gastrique et une proportion de toxine égale i 50 ou 100 doses 
mortelles pour le cobaye. Le touta été portéa létuve & 38°-39°, 
Des prélévements étaient faits toutes les demi-heures et le 
mélange était injecté a des cobayes. Ce mélange s’est montré 
inerte déja au bout dela premiére demi-heure. 

Méme lorsqu’on a ajouté une forte quanté de toxine (volume 
égal de celle-ci et de suc gastrique), le pouvoir tétanigéne est 
annihilé en moins de trente minutes. 

Chauffé a 65° pendant trente minutes, pour en détruire la 
pepsine, le sue gastrique a néanmoins inactivé la toxine en 
moins d’une heure, sans doute en raison de l’action propre de 
Vacide chlorhydrique sur la toxine. 

Le suc gastrique posséde done des propriétés antitoxiques 
trés notables. Comme les expériences ci-dessus ont été faites 
en dehors de l’intervention de la muqueuse stomacale, il semble 
bien établi que la disparition de la toxine dans l’estomac n’est 
due nia son absorption, ni a sa rétention par cette muqueuse, 
mais que la sécrétion physiologique des glandes gastriques suffit 
a la neutralisation de cette toxine. 

B. Influence de la sécrétion biliaire sur la toxine tétanique. — 
Introduite dans l’intestin, la toxine entre en contact avec la bile, 
le suc intestinal et la sécrétion pancréatique. 

La sécrétion biliaire, bien qu’activée par l’alimentation, est 
normalement continue. La quantité qui en est évacuée dans 
Vintestin est considérable puisqu’elle atteint un kilogramme, 
chez ’homme (Bouchard), et chez le chien, 10#,5 par kilo et 
par jour (Dastre). La circulation entéro-hépatique raméne ce 
liquide au foie. 

J'ai additionné une certaine quantité de toxine a de la bile 
d’homme, de boeuf, de chien, de lapin ou de cobaye. Ce mélange 
perd tout pouvoir tétanigéne au bout de 15 a 20 minutes a 48°; 
de 30 & 40 minutes & 38-399; de 2 heures a 16°-18°. En moyenne, 
1c. c. de bile neutralise de 20 & 50 doses mortelles pour le 
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1. Le titrage de son acide chlorhydrique y a décelé une proportion ¢levée de 
cet acide : 3,9 pour 4000. 
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cobaye, dans les délais ci-dessus. La bile‘ s’est montrée a peu 
prés aussi active, quelle que soit son origine (hommes morts 
de maladies aigiies ou chroniques ; animaux sains ou malades ; 
animaux tétaniques). 

D’apres Vincenzi, la bile des animaux normaux ne posséde- 
rait aucun pouvoir neutralisant sur la toxine tétanique. Ces 
résultats, non concordants avec les miens, s expliquent, sans 
doute, parce que cet auteur employait de trop fortes proportions 
de toxine. Si, en effet, dans certains cas, le pouvoir antitoxique 
de 1c. c. de bile a atteint, dans mes essais, 100 doses mortelles 
(pour le cobaye), il n’a jamais dépassé ce taux. 

Chacun des principaux éléments composants de la bile par- 
ticipe aux propriétés antitoxiques de celle-ci. J’ai préparé des 
solutions de sels biliaires, de palmitate de soude, de cholesté- 
rine et de Iécithine aux titres indiqués par les auteurs dans 
Vanalyse chimique de la bile, savoir : 


Glycocholate de soude & 4,85 p. 100 (Ritter). 
Taurocholate _ a2,54  — (id.). 
Palmitate — a 1,39 — (Hoppe Seyler). 
Cholestérine (sol. éthérée) & 0,35 — (id.). 
Lécithine (id.) a 0,53 — (id.). 


1 c.c. de ces solutions a successivement été mélangé avec 
2( doses mortelles de toxine. Toutes ces substances ont mani- 
festé un pouvoir neutralisant évident : aprés 30 & 40 minutes, 
ala température de 38°, chaque mélange est devenu inoffensif. 

Si, afin de préciser quel est, parmi les constituants biliaires, 
celui qui réclame la plus grande part dans les propriétés anti- 
toxiques de la bile, on augmente la proportion de toxine ajoutée 
a chaque solution, on constate que les glycocholate et taurocho- 
late de soude, ainsi que la lécithine, sont, aux titres imdiqués 
ci-dessus, impuissants & neutraliser 220 & 250 doses mortelles 
pour le cobaye. 

Injectés avec le mélange de cholestérine et de toxine & cette 
dose élevée, les cobayes n’ont eu qu’un tétanos tardif et fugace. 


4. Quelle que soit son origine (animaux sains, malades ou tétaniques), la 
bile, injectée sous la peau, n’a aucune propriété préventive ou thérapeutique 
contre le tétanos : elle parait, cependant, atténucr pendant quinze 4 trente minutes 
les spasmes et les contractures. Mais la maladie suit ultérieurement son cours. 

La ligature préventive du cholédoque, chez le chien & fui on inocule, quelques 
jours tard, trois doses mortelles de toxine, retarde un peu Papparition du tétanos 


toujours fatal. Le chien dont le cholédoque est ligaturé ou sectionné n’a, il est 
vrai, qu’un ictére léger. 
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Enfin les animaux ayant regu 1c. c. du mélange de palmitate 
de soude et de toxine (220 a 250 doses mortelles) n’ont présenté 
aucun symptéme anormal. 

Le cholestérine et les savons biliaires sont donc, vis-a-vis 
de la toxine tétanique, les principes les plus antitoxiques de la 
bile. La lécithine et les sels biliaires ont une efficacité moindre. 
Le taurocholate de soude posséde le pouvoir le plus faible '. 

Les pigments biliaires paraissent n’avoir qu’une action anti- 
toxique minime. En effet, la bile de cobaye, qui en est & peu 
prés dépourvue, a montré un pouvoir neutralisant aussi grand 
que la bile de boeuf. 

D‘autre part, Dastre et Floresco ont établi existence, dans la 
bile, d’une oxydase thermolabile. Celle-ci participe, sans doute, 
aux propriétés antitoxiques de labile. car le poison tétanique est 
trés sensible aux agents d’oxydation ; d’autre part, le chauffage 
& 100°-120° ou le vieillissement de la bile, fraiche diminuent mani- 
festement, quoique dans une faible mesure, l’action neutrali- 
sante de la bile sur la toxine tétanique. — 

On peut conclure de ces expériences que la bile joue un role 
important dans la destruction de la toxine tétanique dans Vintestin. 

C. Influence des sécrétions pancréatiques et intestinales sur la 
toxine. — Je dois a Vobligeance de M, A. Frouin, du laboratoire 
de M. Délezenne, & l’Institut Pasteur, le sue pancréatique et le 
suc intestinal de chien dont je me suis servi. Je lui adresse mes 
vifs remerciements. 

J'ai fait les essais suivants : une quantité de toxine égale a 
100 doses mortelles pour le cobaye est ajoutée a : 


a. —1c.c. de suc pancréatique ; 

b. —4.c. c. de suc intestinal ; 

c. — 1c: c. de suc pancréatique + 1/2 c. c. de suc intes- 
tinal ; 

d. —1c.c, de suc pancréatique + 1/2 c. c. de suc intes- 


tinal +-'1/2¢; c. de bile. 
Ces quatre mélanges sont abandonnés, pendant 4 heures, 


1. Lorsqu’elle est mise en rapport avec la cholestérine, la lécithine, les savons 
ou les sels biliaires, la toxine semble détruite ou fortement fixée par ces substances. 
Il n'a pas été possible, en effet, de séparer nettement la toxine du mélange, soit 
par l’action précipitante du phosphate disodique et du chlorure de calcium, soit 
par l’alcool absolu, l’acétate de plomb (glycocholate de soude); ete., ou par la 
dialyse (sels biliaires). Les animaux a qui on injecte les divers précipités préscn- 
tent cependant, parfois, pendant un ou deux jours, un léger degre de raideur. 
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4 18°-20°, ou a 38° pendant 30 minutes. On les injecte ensuite a 
autant de cobayes. Le cobaye témoin, ayant regu latoxine seule, 
a eu le tétanos au bout de 30 heures et en est mort un jour 
apres. Pour les autres, le résultat a été le suivant : 

Cobaye ayant recu le mélange @ : début de tétanos au 3° jour 
(retard appréciable sur le témoin); mort en 48 heures. 


Cobaye b : début du tétanos au troisitme jour (méme 
remarque que ci-dessus) ; forme un peu prolongée de l’affec- 
tion. Mort au 5™ jour ; 

Cobaye ¢ : pas de tétanos ; 
Cobaye d: pas de tétanos. 

Cette expérience a été faite & plusieurs reprises avec les 
mémes résultats. 

En conséquence, le suc pancréatique frais et le suc entérique 
frais ont, isolément, sur la toxine, une action légérement atté- 
nuante. Par contre, leur mélange est trés antitoxique, surtout 
a la température de 38°. 

Quelle que soil l’influence neutralisante du mélange de suc 
pancréatique et d’entérokinase, elle n’est pas, cependant, illi- 
mitée. Le mélange composé de 3/4 de c. c. de suc pancréati- 
que et de 1/4 dec. c. de suc intestinal neutralise, au maximum, 
400 a 500 doses mortelles pour le cobaye. ; 

Si l'on compare l’activité antitoxique de la bile, dont ila été 
question plus haut, a celledu suc pancréatique activé, lepouvoir 
de ce dernier est environ trois @ cing fois plus énergique que 
celui de la bile. Celui du suc gastrique est & peu prés équivalent 
au pouvoir du mélange du suc pancréatique et d’entérokinase. 


IV 


Les modes d'action, sur le toxine tétanique, du suc gastrique 
et du suc pancréatique activé sont vraisemblablement ana- 
logues : il s’agit, dans l'un comme dans Il’autre cas, d’un phé- 
nomeéne de digestion de la toxine. 

Si, en effet, avant d’ajouter latoxine, on neutralise lesuc gas- 
trique a l’aide d’une solution de soude, on enleve A ce suc was- 
trique tout son pouvoir antitoxique. L’injection d’une quantité 
méme faible de son mélange avec la toxine, au bout de 2 heu- 
res et 4 heures, & la température de 38°, provoque le tétanos: 
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aussi rapidement que chez l’animal témoin. La pepsine perd, 
en effet, ses propriétés digestives dans un milieu neutre ou alea- 
lin. ‘ 

_ Si on ajoute de nouveau une quantité de HCl égale & celle 
qu on a neutralisée, le suc gastrique récupére son pouvoir anti- 
toxique. 

La sécrétion physiologique pure du pancréas ne posséde, 
comme. on sait, aucune action digestive sur les albuminoides : 
maisl’addition d'une faible quantité de kinase intestinale lui com- 
munique un pouvoir protéolytique considérable. 

Or, pareillement, la toxine tétanique n’est pas détruite par le 
suc pancréatique seul. Il faut l’intervention simultanée de l’en- 
térokinase pour amener la destruction de la toxine, 

Il y a done un parallélisme remarquable entrele pouvoir anti- 
toxique et le pouvoir digestif du suc pancréatique. 

D’ailleurs, si on chauffe & 65°, pendant 30 minutes, le suc pan- 
créatique seul ou activé, et qu'on lui ajoute ensuite une quan- 
tité méme trés faible de toxine, celle-ci conserve tout son pou- 
voir tétanigéne, méme aprés un contact de quatre heures a 38°, 
Le chauffage isolé du suc intestinal donne le méme résultat. 

Ainsi qu’on le voit, le méme facteur (la chaleur) supprime 
simultanément la propriété protéolytique et action antitoxique 
du suc pancréatique. 

Le rapprochement peut étre poussé plus loin. Dansses impor- 
tantes recherches sur la digestion des albuminoides par le suc 
pancréatique, Delezenne a montré que le suc pancréatique peut 
étre activé, en l’absence d’entérokinase, par le chlorure de 
calcium a faible dose. Le méme phénoméne va-t-il se produire 
si, au cube d’albumine, on substitue la toxine tétanique? 

Dans un certain nombre de tubes contenant un cent. cube de 
suc pancréatique, on ajoute 0c. c. 15, 0 c. c. 20, Oc. c. 25, 
etc... d’une solution de CaCl? a 5 p. 0/0. Le tout est mis a 
I’étuve pendant 45 minutes, puis centrifugé pour se débarras- 
ser du précipité. On verse ensuite dans chaque tube deux gout- 
tes de toxine. Les tubes sont reportés a I’étuve. 

Toutes les heures, on injecte le contenu de chaque tube a 
un cobaye. Or, & partir de la 6™°-7™° heure de contact, le 
mélange, qui jusqu’alors était resté tétanigéne,a perdu brusque- 
ment son action toxique et a continué a se montrer inactif. 


352: ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


La destruction de la toxine s’est donc manifestée exacte- 
ment dans les mémes conditions qui ont été signalées par Dele- 
zenne 2 Voccasion du pouvoir digestif du suc pancréatique 
activé par le chlorure de calcium. 

Il semble donc bien que la disparition ou la destruction de 
la toxine soumise & l’influence du suc pancréatique résulte d’un 
véritable processus de digestion de cette toxine. 

— 

Dans son passage & travers la portion sous-diaphragmati- 
que (la seule absorbante) du tube digestif, la toxine tétanique 
perd donc toute son activité dés quelle se trouve en rapport 
avec les séerétions de l’estomac, du foie, de l’intestin et du 
pancréas. Prise individuellement, chacune de ces séerétions 
annihile en trente minutes, et méme moins, des proportions 
énormes de toxine. 

On peut donc conclure de ces recherches que le tube diges- 
tif, dans son entier, est admirablement protégé contre I’ influence 
malfaisante de certaines toxines microbiennes ; chacun de ses 
segments est apte ales neutraliser in situ, grace ases sécrétions. 
Ainsi s’explique l’innocuité absolue de la toxine tétanique lors- 
qu’elle est introduite, méme a dose considérable, dans les voies 
digestives. ; 

Certains auteurs ont admis que le microbe du tétanos se 
multiplierait dans lintestin des herbivores. S’il en est ainsi, ce 
qui n’est pas, cependant, démontré, la toxine sécrétée par le 
bacille de Nicolaier serait rapidement annihilée, au fur et & 
mesure desa production, par les ferments digestifs et par la sécré- 
tion biliaire. 

Il parait, d’ailleurs, vraisemblable que la plupart des toxal- 
bumines et des poisons solubles, d’origine complexe, qui pren- 
nent naissance dans l’intestin. sous l’influence de la multiplica- 
tion des bactéries qui y foisonnent, sont détruits ou rendus 
inoffensifs par un processus semblable & celui qui vient d’étre 
établi pour la toxine tétanique. C’est, du reste, une question que. 
je me propose d’étudier prochainement. 


Surlavaccination contre la peste parle tube digestif 


VOIE GASTRIQUE ET VOIE RECTALE 


Par te Dt GIUSEPPE FORNARIO 


(Institut Pasteur de Lille.) 


Sur le conseil de M. Calmette, j'ai cherché a réaliser la vacci- 
nation contre la peste par le tube digestif. 

Déja en 1902, Mercatelli' avait eu Vidée dutiliser la voie 
gastrique pour immuniser le cobaye. La méthode employée par 
cet auteur consistait a faire absorber aux animaux, avec leur 
nourriture ou avec la sonde stomacale, une seule dose de culture 
en bouillon chauffée a 60° pendant soixante minutes. Dans quel- 
ques cas seulement les résultats obtenus furent positifs. J’ai 
répété ces expériences en employant des cultures sur gélose 
émulsionnées et chauffées pendant le méme temps. Or en variant 
la quantité de microbes ingérée en une seule fois, aussi bien 
quen répétant plusieurs fois ces ingestions 4 plusieurs jours 
Wintervalle, je n'ai pu conférer limmunité & aucun de mes 
animaux, 

Il était done nécessaire de reprendre I’étude de cette ques- 
tion en déterminant tout d’abord les conditions de lVinfection. 
par les voies digestives (voie stomacale et vole rectale) et en 
essayant ensuite de suivre, par la mesure de l’index opsonique 
et par la réaction de Bordet-Gengou, les effets de l’introduction 
directe, soit dans l’estomac, soit dans le rectum, de cultures 
virulentes, puis de cultures chauffées 4 différentes températures 
ou de bacilles pesteux sensibilisés par la méthode de Besredka*.. 

C’est cette étude que je me suis proposé detlectuer. 


4. Riforma medica, 1902, vol. III, n° 31, p. 362. 
2, Annales de UV Institut Pasteur, 1902, p. 918. 
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A. Cultures virulentes. — Pour toutes mes expériences j’al 


employé un bacille pesteux (origine de Blidah) obligeamment 
fourni par M. J. Binot et provenant des collections de l'Institut 
Pasteur de Paris. Ce bacille n’a jamais passé par aucune espeéce 
animale. 

Les cultures faites sur bouillon de veau gélosé et agées de 
24 heures étaient émulsionnées avec 1 c. c. d'eau salée physio- 
logique pour chaque tube. Leur introduction dans l’estomac ou 
dans le rectum des lapins ou des cobayes se faisait toujours a 
la sonde, en prenant toutes les précautions nécessaires pour 
éviter de blesser les muqueuses. Pour les rats, on préparait une 
pate alimentaire constituée par un mélange de fromage et de 
mie de pain. Cette pate, stérilisée a autoclave, était impré- 
enée de bacilles virulents ou chauffés, et donnée comme unique 
nourriture aux animaux. 

Par voie hypodermique, la culture virulente tuait en 3 jours 
le rat blanc & la dose de 1/200 de culture. Par voie stomacale 
(Vanimal étant toujours a jeun), la dose surement mortelle en 
6 & 7 jours était de 1/10 de culture. 

Les cobayes succombaient en 3 jours avec 1/50 et en 6a 
8 jours avec 1/100 de c. c. injecté sous la peau. | 

Par voie rectale, 1/100 dec. c. et souvent méme 1/200 dec. c. 
tuaient ces mémes animaux en 4 jours, tandis que par voie stoma- 
cale les résuitats étaient irréguliers : lorsque Vanimal avait été 
maintenu a jeun depuis 24 heures, lingestion d’un quart de 
culture réussissait toujours & les infecter. Mais si leur estomac 
était plein @aliments, 94 0/0 survivaient méme a Vingestion 
d'une demi-culture. 

Pour les lapins 1/100 de c. c. de la culture employée tuait 
par vole intraveineuse et 3 c. c. par ingestion & la sonde 
stomacale. 

B. Cultures chaujffées. — Le chauffage des cultures destinées 
aux essais de vaccination a été effectué au bain-marie, en tubes 
acelles, apres agitation convenable pour assurer Vhomogénéité 
de ] émulsion. Avant de les utiliser on prenait toujours soin de 
s assurer si elles cultivaient ou non sur gélose. 

J'ai pu constater ainsi que les bacilles chauffés 60 minutes 
4 61-62° sont incapables de déterminer V’infection lorsqu’on les 
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injecte méme a doses massives, tandis qu’un chauffage de 
405 minutes a 53°, de 15 minutes & 56° ou de 35 minutes A 50°, ne 
suffit pas & supprimer leur vitalité et leur virulence. 

Les meilleurs résultats de vaccination par voie stomacale ont 
été obtenus avec des cultures chauffées pendant 90 minutes 
a 53°. Pourtant a cette température les microbes sont encore 
vivants et capables de déterminer Vinfection chez 10 0/0 des 
animaux. 


VACCINATION PAR VOIE STOMACALE 


A. Cultures virulentes : 1° Rats. — Il arrive fréquemment 
que les rats blancs survivent & lingestion de doses de culture 
virulente correspondanta ()c. c, 25, 0c. ¢. 30 et 0c. ¢. 50 d’émul- 
sion espacées chacune de 12 jours. Mais sur 3 animaux ainsi 
traités, 2 succombérent a Pinoculation sous-cutanée d’épreuve 
en méme temps que les témoins. et un seul survécut. 

Six rats dune autre série ont ingéré successivement, a 
42 jours dintervalle, 0 c. c. 25 et 0c. c. 50 d’émulsion viru- 
lente. Trois résistérent @ inoculation d’épreuve. 

2° Lapins. — a) Lapin 3,589 grammes. — Résiste & trois 
ingestions successives de 0c c.1, 0c. ¢.5 cf 3c. c. d’émulsion 
virulente, respectivement a 6 et 15 jours dintervalle. 

b) Lapin 2,500 grammes. — Ingére 0 c. c. 25, 6 jours apres 


0c. c. 8 et 15 jours aprés 2c. c. Il perd 800 grammes de son 


poids et se rétablit. 
c) Lapin 2,000 grammes. — Ingére 0 c. c. 25, 6 jours aprés 


0c. c. 5 et 25 jours aprés 5c. c. Il meurt 6 jours aprés la der- 


nitre ingestion avec des. bacilles pesteux dans tous ses organes. — 


d) Lapin 2,300 grammes. — Ingére 1 c. c. d’émulsion, puis 
27 jours apres 1 c. c. et, 25 jours plus tard, encore 2c. ¢. Il 
succombe 2 mois apres la derniére ingestion. Les cultures de 
la rate et du sang sont négatives. La rate est volumineuse, le 
foie sclérosé. 

e) Lapin 2,200 grammes. —Ingére 1 c. c. d’émulsion. On 
constate qu'il est atteint de paraplégie consécutive a une frac- 
ture de la colonne vertébrale dans la région lombaire. Il meurt 
au bout d’une semaine. Au niveau de la fracture il s’est produit 
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‘une hémorragie méningée. Le foie et la rate sont volumineux. 
La culture du sang est positive. 

f) Lapin 2,100 grammes. — Ingere 0 c. c. 25 d’émulsion, 
puis, 21 jours apres, 0 c. c. 5, et 14 jours plus tard encore 
QhCa Cro. 

Kprouvé 25 jours aprés la derniére ingestion par 0c. c. 02 
in veine en méme temps qu'un témoin, il résiste, tandis que le 
témoin succombe le 3° jour avec une infection pesteuse géné- 
ralisée, 

@) 4 lapins pesant respectivement 2,100 grammes, 1,900, 
1,850 et 2,250 ingérent en méme temps, toujours a la sonde, 
0 c.c.25, puis, 18 jours apres, 0c. c. 5 d’émulsion. On les éprouve 
35 jours plustard, en mémetemps qu’un témoin de 2,150 grammes, 
par Vinoculation intraveineuse de 0 c. c. 02. Le témoin meurt le 
3° jour. Les quatre autres lapins survivent définitivement. 

h) Lapin 2.000 grammes. — Ingérent successivement trois 
doses de 0c. c.5 a 25 et 13 jours d’intervalle. Il est éprouvé une 
premiére fois, 22 jours aprés la derniére ingestion par 0c. c. 02 
in veine, et une deuxiéme fois 10 jours plus tard par 0c. c.4 
d’émulsion virulente également in veine. Le témoin de cette 
seconde inoculation d’épreuve meurt a la fin du 2° jour. Le lapin 
vacciné survit. 

1) Lapin 2,200 grammes. — Ingére deux doses de 0'c.c. 25a 
8 jours d’intervalle, puis deux doses de 0,5, 24 et 13 jours plus 
tard. Il est éprouvé comme le précédent & deux reprises par 
Vinoculation intraveineuse de 0c. c. 02 et 0c. c. 1 d’émulsion 
virulente. Il reste également en bonne santé. 

3° Cobayes. — a) lots de 4 cobayes chacun ingerent respec- 
tivement deux fois & 12 jours d’intervalle 0 c.c. 01+ 0c. ¢. 1; 
0c.c.02+ 0c. ¢.25;0c.c.4+0c. c. 5. Tous survivent, mais 
ils succombent &Vinoculation d’épreuve faite 12 jours plus tard 
avec 0 c.c. 02 sous la peau. 

b) 4 cobayes ingérent0c.c. 1,0c.¢.5,0¢c.¢c. 42 12 jours 
@intervalle. Deux succombent infectés par la troisieme dose. 
Les deux survivants ne résistent pas & l’inoculation d’épreuve 
de 0 c. c. 02 par voie sous-cutanée. 

c) 10 cobayes ingérent une seule fois 0 c. c. 25. Quatre 
d’entre eux succombent. Au bout d’un mois les six survivants 
ingérent encore 0 c. c. 02, puis 0c. c. 50 apres 15 jours, et 
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encore 1c. c. 15 jours plus tard. Deux seulement résistent 
a cette dose énorme et un seul supporte sans mourir l’épreuve 
par 0 c. c. 02 sous la peau. 

d) 10 cobayes ingérent 0 c. c. 5 trois fois & 12 jours d’in- 
tervalle. L’un a succombé dés aprés la premiére ingestion, un 
autre apres la deuxiéme et deux aprés la troisitme. Deux seu- 
lement des six survivants résistent & Vinoculation d’épreuve par 
0c. c. 02 sous la peau. 

D’autres expériences sur les cobayes montrent qu’en fai- 
sant absorber 4 ces animaux, & 12 jours Wintervalle, trois 
doses respectives de 0c. c. 5, 0c. c. 5 et 1c. c. d’émulsion 
virulente, 33 0/0 seulement des animaux ainsi trailés résistent 
a Vinoculation d’épreuve sous-cutanée de 0 c. c. 02, toujours 
mortelle pour les témoins. C’est le maximum des résultats posi- 
tifs que j’ai pu obtenir dans mes essais de vaccination par 
voie stomacale avec les cultures vivantes. 

B. Cultures chauffees a 60° pendant 60 minutes. — 1° Rats. 
Toutes les tentatives de vaccination par ingestion répétées deux 
et trois fois 213 ou 41 jours d’intervalle de 0 c. c.. 25, 
0c. c. 50, 1 c. c. et 2 c. c. de culture chauffée ont échoué. 
Aucun animal n’a résisté a I’épreuve dinoculation sous- 
cutanée, 

2° Cobayes. L’ingestion répétée de 0c. c. 5, 1c. c. et 2c. €. 
440 ou 12 jours @intervalle ne vaccine pas. 

C. Cultures chauffées a 53° pendant 90 minutes. — Cobayes. 
8 cobayes ingérent successivement & 13 jours d’intervalle 
0c. c. 3, 0c. c. 5 et 0 c. c. 15. Deux, succombent 4 cette 
période du traitement. Quatre des survivants ingérent 1 c. c. 
de culture virulente, non chautfée; ils résistent. Les deux 
autres, éprouvés par inoculation sous-cutanée, meurent. 

D. Cultures chauffées a 53° pendant 60 minutes, puis cultures 
virulentes. — Cobayes. 10 cobayes ingérent 0c. ¢. 5 de culture 
chauffée et, 10 jours plus tard, 0c. e. 25 de culture virulente. 
Deux succombent aprés la seconde ingestion. Tous les survi- 
vants sont éprouvés par voie sous-cutanée : 3 restent indemnes, 
4 meurt 10 jours aprés le témoin, les autres | jour avant ¢e 
dernier. 

5 cobayes ingérent 0c. c. 5 de culture chaulfée et, 10 jours 
plus tard, 0c. c. 25 de culture virulente, Aprés 14 jours, lun 
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est éprouvé par 0c. c. 02 de culture virulente sous la peau et 
survit. Aprés 22 jours, deux autres sont également éprouves 


par voie sous-cutanée : ils meurent 14 jours apres cette. 


épreuve. 

Les deux derniers ingérent, le 30° jour, 1 c. c. de culture 
virulente : un survit, autre meurt. 

9 cobayes ingérent 0c. c. 25+. 0c. c. 5 de culture chauffée 
+ 0c. c. 25 de culture virulente & 40 jours dintervalle. Eprou- 
vés 10 jours plus tard par voie sous-cutanée, 5 sur 9 survivent. 

4 cobayes ingérent 0c. c. 25+0c.c.5+0c. c. 5 de cul- 
ture chaulfée + 0 c. c. 04 de culture virulente. & 10 jours d’in- 
tervalle. Eprouvés 15 jours plus tard par voie sous-cutanée, 
tous sauf un survivent. 

E. Cultures sensibilisées par la méthode de Besredka. — 4 rats 
et 25 cobayes qui ont ingéré des microbes préparés suivant la 
technique indiquée par Besredka et aussi d'autres animaux que 
nous ayons essayé de vacciner par inoculation sous-cutanée de 
ic. c. d’émulsion de ces mémes microbes sensibilisés ont suc- 
combé, sauf deux cobayes seulement, en méme temps que les 
témoins a l’épreuve d’inoculation sous-cutanée virulente. 

D’autres expériences ont montré que les cobayes vaccinés 
par voie sous-cutanée avec des bacilles chauffés et ayant 
résisté & V’épreuve virulente, peuvent ingérer impunément 
pendant 3 mois la dose de 0 c. c. 5 de culture virulente répétée 
tous les 23 jours. 40 jours aprés la derniére ingestion, ils 
gardent une solide immunité et résistent dans la proportion de 
10 sur 12 & une nouvelle épreuve d inoculation sous-cutanée 
virulente (0 c..c. 04 a 0c. c. 28). 
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VACCINATION PAR VOIE RECTALE 


Pour réaliser ces expériences de vaccination par voie rec- 
tale, j'ai injecté a des cobayes des émulsions de cultures viru- 
lentes ou chauffées dans le rectum au moyen d’une sonde 
demi-molle trés fine intreduite sur une longueur de 8 centi- 
métres environ. L’animal était maintenu en position déclive, 
la téte en bas, pendant 10 minutes aprés chaque injection. On 
évite ainsi presque surement le rejet du liquide et, lorsque 
celui-ci est expulsé, il est facile de s’en apercevoir. 
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Un premier lot de 5 cobayes regoit ainsi successivément a 
10 jours d‘intervalle 0c. c. 25 et 0c. c. 75 de culture chauffée 
60 minutes & 60°. 15 jours plus tard, l’un d’eux est éprouvé par 
inoculation sous la peau: il succombe. 

Les suryivants recoivent encore dans le rectum deux doses 
de 0c. c. 75 et 1c. c. de la méme culture chauffée. Aprés 
10 jours ils sont éprouvés par voie sous-cutanée : 2 survivent 
et 2 meurent. 

6 autres cobayes regoivent dans le rectum 0 c. c. 25, 
0c.c. 75.0c.c. 75 et 1c. c. de culture chauffée 60’ a 60° & inter- 
valles de 10 jours. Eprouvés par yoie sous-cutanée avec la cul- 
ture virulente, 4 résistent et 2 contractent la peste. 

Des expériences semblables faites par absorption rectale de 
cultures chauffées & 53° pendant 90 minutes fournissent des 
résultats encore meilleurs : sur 11 cobayes 1 succombe infecté 
apres la deuxiéme dose, 1 aprés la troisiéme (0 ¢. c. 5); 
5 résistent a l’épreuve par inoculation sous-cutanée et 
2 meurent. 

Il est done possible de conférer aux animaux l’immunité 
contre la peste en introduisant a deux ou trois reprises dans 
leur rectum des cultures de bacille pesfeux atténuées par le 
chauffage. 
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REACTION DE BORDET-GENGOU CHEZ LES VACCINES 


Je me suis proposé de rechercher a aide de cette réaction : 

1° Si, dans le sérum des animaux immunisés par les voles 
sous-cutanée, gastrique ou rectale, on peut obtenir la déviation 
de Valexine ou complément ; 

2° Si cette réaction persiste lorsque Vimmunité tend a dis- 
paraitre ; . 

3° A quelle période de immunisation commencent a appa- 
raitre les anlicorps ; 

4° Enfin si, chez les animaux traités mais qui ne résistaient 
pas a l’épreuve d’inoculation sous-cutanée, il ne se forme pas 
d’anticorps décelables dans le sérum. 

Jai employécomme sérum hémolytique du sérum de lapins 
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traités par injections intrapéritonéales de sang de chévre défi- 
briné et lavé. 

L’antigéne était fourni par des cultures de bacille pesteux 
sur gélose, agées de 24 heures, tenues & la température du 
laboratoire et émulsionnées a raison de 15 c. c. d’eau physiolo- 
gique par tube. 

L’alexine était empruntée au sérum frais de cobaye. 

Dans une premiére série, j'ai réuni les animaux vaccinés 
par différentes voies et quiont été saignés a l’acmé dela période 
d’immunisation ou dans la phase de décroissance. 

* Je les divise en deux groupes : 


A. — Cobayes soumis avant la saignée a l’épreuve d’inocu 
lation sous-cutanée virulente. 

B. — Cobayes non éprouvés avant la saignée. 

A. — 4° Cobaye vacciné par voie stomacale avec cultures 


virulentes, puis éprouvé par voie sous-cutanée, Saigné 14 jours 
aprés V’épreuve : 


Antigeéne. Anticorps. Alexine. Sérum hémolyt. Hémolyse. 

OR CHE CRS QICA CER OF GMa ORE Cape — 
0,5 0,4 0,1t 0,4 — 
0,5 0,05 0,4 0,1 — 
0,5 0,01 0,1 04 a! 
055 0,005 0,4 0,4 ae 


2° Cobaye vacciné par voie stomacale avec deux doses suc- 
cessives de culture virulente. Eprouvé par voie sous-cutanée, 
Saigné 28 jours aprés I’épreuve : 


Antigéne. Anticorps. Alexine. Sérum hémolyt Heéemolyse. 


0,5 0,5 0.4 O41 — 


VACCINATION CONTRE LA PESTE 


364 


a B. — 1°-Cobaye vacciné par voie rectale avec cultures 
chauffées 60’ a 60°, non éprouvé par voie sous-cutanée ; saigné 
15 jours aprés la derniére injection rectale : 


0,5 
; 0,5 
0,5 


0,5 


Antigéne. | Anticorps 


0,5 
0,2 
0,1 
0,08 


Alexine. 


0,1 
0,4 
0,4 
0,1 


Sérum hémolyt. 


0,1 
01 
0,1 
04 


Hémolyse. 


2° Lapin vacciné 
cessives de cultures 


par voie stomacale avec trois doses suc- 
virulentes. Non éprouvé par voie sous- 


cutanée. Saigné 15 jours aprés la derniére injection : 


Antigéne. 


0,5 
0,5 
0,5 
0,5 


Anticorps. 


0,5 
0,2 
0,4 
0.05 


Alexine. 


0,4 
0,1 
0.1 
04 


Sérum hémolyt. 


Hémolyse. 


3° Lapin vacciné comme le précédent. Non éprouvé par voie 


sous-cutanée. Saigné 


virulente : 


mois aprés la derniére ingestion 


Antigéne. 


Anticorps. 


0,5 


0,2 


0,1 
0,05 


Alexine. 


Sérum hémolyt. 


0,1 
0,1 
0,1 


0,4 


Hémolyse 


Dans une deuxiéme série d’expériences, j'ai saigné des 
cobayes 48 heures aprés la derniére ingestion vaccinale. La 
réaction de Bordet-Gengou a montré la fixation de l’alexine sur 
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les bacilles pesteux avec des doses de sérum (anticorps) de 
0c. c. 4, alors méme que l’animal n’avait ingéré qu'une seule 
fois ou n’avait recu qu'une seule fois par voie rectale des 
bacilles chauffés & 53° pendant 90 minutes. 

Les anticorps apparaissent donc trés rapidement dans le 
sérum des animaux auxquels on fait ingérer des cultures de 
peste, soit virulentes, & petites doses, soit atténuées par le 
chauffage, alors méme que ces animaux sont incapables de 
résister & inoculation d’épreuve par voie sous-cutanée. 


IV 


MESURE DE L’INDEX OPSONIQUE CHEZ LES VACCINES 


J'ai employé pour ces déterminations la méthode que j’ai 
pu étudier au laboratoire de Saint-Mary’s Hospital, a Londres, 
grace & l’obligeance du professeur Wright, auquel j’adresse 
mes meilleurs remerciements pour l’excellent accueil qu’il a 
bien voulu me faire pendant les quelques jours que j’ai passés 
auprés de lui. 

Les sérums étalons dont je me suis servi étaient des 
sérums normaux de cobaye et de lapin. Le dénombrement des 
bacilles phagocytés fut effectué dans tous les cas sur 100 leu- 
cocytes, 

Les résultats obtenus dans chaque expérience sont résumés 
dans le tableau suivant : 


VACCINATION CONTRE LA PESTE 


ANIMAUX 


virulente. 
Voie stomacale cultures 
virulentes, épreuve] 7 jours. 
sous-cutanée. 
id. id. 
ace Hele 
Voie rectale — cultures eh ee 
chauffée + 53°, peer Coats 
id. id. 
id. id. 
id. id 
id id. 
Voie stomacale culture 34 
virulente- seo Us 
id. id. 
id. id. 


Date de la prise 

du sang aprés la 

MODE DE VACCINATION] derniére injection 
ou ingestion 


INDEX OPSONIQUE 


0,5 (trés souffrant au 
moment de la prise 
de sang + mort). 


COBAYE 


Voie rectale cult. chauffée 


530 90’. aprés la 1fe injec. 
0,25 3 jours. 
0,25 id, 


Prise du sang 


INDEX OPS ONIQUE 


J’ai étudié comparativement les variations du pouvoir opso- 
nique chéz 5 lapins vaccinés par voie stomacale par inges- 
tions de cultures virulentes et éprouvés la veille par injection 
intraveineuse de 0c. c. 01 de culture virulente, saufle dernier 
(n° 5) qui fut éprouvé par inoculation intraveineuse de 0,02. 
L’index opsonique d’un témoin inoculé avec 0,04 fut également 


mesuré. 
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Voici les résultats de cette expérience : 


INDEX OPSONIQUE 


Vaccinés. 
Dates. Témoins. < 


Aucune phase négative n’a été observée chez les vaccinés 


tandis que celle-ci fut trés accusée chez le témoin qui mourut 
le 3° jour. 


Je reproduis ci-aprés tes courbes opsoniques : 

1° D’un lapin quia ingéré successivement deux doses de 
culture virulente; 

2° D’un lapin déja vacciné par voie stomacale et auquel j’ai 
injecté dans les veines 0 c. c. 25 de culture virulente; 

3° D’'un lapin témoin qui a regu la méme injection intra- 
veineuse. 

Ces expériences, et d’autres que je crois inutile de rap- 
porter me permettent de conclure qu’aprés la premiére dose de 
virus ingérée, le pouvoir opsonisant subit une phase négative. 
Cette phase est proportionnelle a la quantité de virus ingérée. 


Elle fait défaut et apparait & peine chez les animaux déja 
vaccinés, | 


. 


ry 
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Vv 


REACTION SPECIFIQUE DE L'INTESTIN CHEZ LES ANIMAUX VACCINES 


Lorsqu’on fait ingérer aux eobayes ou aux rats soit des 
cultures virulentes, soit des cultures chauffées & doses mortelles, 
ou lorsqu’on injecte ces cultures soit par voie rectale, soit par 
voie sous-cutanée, on ne constate jamais de réaction spéciale 
de l’intestin. Les animaux succombent alors & la septicémie 
pesteuse, sans que la muqueuse intestinale présente aucun 
aspect particulier. 

Par contre, si l’on injecte sous la peau des doses mortelles 
de virus pesteux & des animaux précédemment traités en vue 
d’obtenir la vaccination par la voie stomacale ourectale, a l'aide 
de cultures virulentes ou de cultures atténuées par le chauffage, 
on constate toujours chez ces animaux l’apparition d’une réaction 
congestive de l’intestin tout a fait caractéristique. Cette réaction 
se manifeste par une rougeur intense, couleur lie de vin, de 
tout Vintestin gréle, avec entérite hémorragique a laquelle le 
gros intéstin participe souvent, et éruption de petits tubercules 
miliaires sur toute la surface de ces organes. Souvent méme 
on trouve un épanchement de sérosité sanguinolente dans le 
péritoine. 

Ces lésions s’observent avec la plus grande régularité chez 
tous les animaux insuffisamment vaccinés qui succombent & 
l’épreuve par inoculation du virus sous la peau. Dans aucune 
de mes expériences elle n’a manqué. Je nessaierai pas pour le 
moment d’expliquer sa genése et je me borne & signaler sa 
constance vraiment remarquable. Elle fait immédiatement 
penser a la réaction spécifique que présentent les muqueuses 
chez les tuberculeux lorsqu’on vient a les imprégner de tuber- 
culine (ophtalmo-réation et réaction rectale de Calmette). 


Vi 


VIRULENCE DES DEJECTIONS DES ANIMAUX VACCINES CONTRE LA PESTE PAR 
LES VOIES DIGESTIVES 


La méthode de vaccination étudiée dans le cours de ce 
travail ne saurait évidemment avoir quelque intérét pratique 


Bs Nailed 
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que sil était démontré que les déjections des sujets qui ont 
ingéré des cultures virulentes ou atténuées de bacilles pesteux 
sont inoffensives. Il était donc indispensable de préciser ce 
point. 

Des expériences préliminaires sur des animaux non immu- 
nisés montrérent que, dans tous les cas, les selles évacuces 
moins de 48 heures apres l’ingestion de bacilles vivants sont 
virulentes pour la souris : elles fournissent toujours des inocu- 
lations positives. 

Lorsqu’on expérimente dans les mémes conditions avec les 
selles d'un animal yacciné par les voies digestives et ayant 
résisté & Vinoculation dépreuve par voie sous-culanée, on 
constate au contraire que les déjections ne renferment presque 
jamais de bacilles pesteux : 3 

Un cobaye vacciné par ingestion de cultures chauffées puis 
virulentes, fut éprouvé par injection sous la peau de 0c. ¢. 5 
de culture virulente. 20 jours aprés, l’animal absorbe a la sonde 
un tiers de culture sur gélose. On recueille séparément toutes 
les déjections évacuées pendant 48 heures. Celles-ci, émul- 
sionnées avec de l’eau physiologique, sont inoculées sous la 
peau de 6 souris blanches : aucune ne prend la peste. 

Dans une autre expérience identiquement conduite, une 
seule souris sur 6 succomba : son sang renfermait le bacille 
pesteux. 

Bien que les microbes de la peste soient ordinairement 
détruits dans l’intestin des animaux vaccinés, puisque les déjec- 
tions de ces derniers sont virulentes jusqu’au moment ou 
Vimmunité est obtenue, on doit done veiller avecle plus grand 
soin & leur désinfection : et comme il ne parait pas possible de 
conférer l’immunité par l’ingestion ou par Vinoculation rectale 
de cultures mortes, on ne saurait songer a créer artificiel- 
lement, chez Vhomme ou chez les animaux sensibles a la peste, 
l'état réfractaire par absorption intestinale de bacilles pesteux 
méme atténués par le chauffage. 


CONCLUSIONS 


1° On peut conférer au cobaye et au lapin ’immunité contre 
la peste en faisant ingérer & ces animaux soit de petites doses 
successives de bacilles virulents, soit des cultures chauffées a 
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53° pendant 90 minutes. Les deux tiers des animaux ainsi 
préparés résistent & l’épreuve d’inoculation sous-cutanée sure- 
ment mortelle par les témoins; 

2° On peut plus facilement encore conférer Vimmunité par 
injections rectales plusieurs fois répétées de bacilles chauffés, 
puis varulents ; 

3° Avec l'une ou l’autre méthode, les ingestions ou injections 
doivent ¢tre espacées chacune de 10 a 14 jours; 

4° Chez les animaux vaccinés par Vintestin (estomac ou 
rectum) on voit apparaitre tres rapidement les anticorps spéci- 
fiques dans le sang. Ceux-ci sont mis en évidence par la 
réaction de Bordet-Gengou ; 

5° L’index opsonique reste toujours plus élevé chez les 
mémes animaux que chez les témoins aprés une injection viru- 
lente, sous-cutanée ou intraveineuse ; 

6° Les animaux vaccinés par ingestion ou par injection 
rectale présentent, lorsqu’ils viennent. a succomber a |’épreuve 
par inoculation sous-cutanée de virus pesteux, une réaction 
congestive trés caractéristique de l’intestin; 

7° Les baciiles pesteux ingérés sont presque complétement 
détruits dans le tube digestif des animaux vaccinés. 

En terminant ce travail je considére comme un devoir 
d’exprimer toute ma gratitude a M. le professeur Calmette pour 
Phospitalité si bienveillante quill m’a accordée dans son labo- 
ratoire et pour les conseils toujours si précieux qu'il m’a pro- 
digués. 


ERRATA 
Mémoire de M. Edmond Sergent: Etudes sur la fievre méditerranéenne. 
Page 227. — Légende, lire : courbe du singe neuf, no 82. 
Page 230. — Leégende, lire : courbe du singe, n° 44, dans ce graphique l’ag~ 
glutination doit ¢tre marquée + a partir du 10 aott. 
Page 232. — Légende, lire : courbe du singe, ne 48, 


Le Gérant : G. Masson. 


Sceaux. — hnprimerie Charaire. 
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